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RESUMO

A obesidade e o0 excesso de peso tém se tornado um problema mundial de saide publica e a
associacdo com alteracdes no desempenho mastigatorio tem sido observada. As literaturas tém
relacionado a obesidade com um estilo especifico de mastigagéo, evidenciado por menos
mastigacOes por grama de alimento ou por mordida, maior tamanho de mordida o que poderia
promover o aumento do consumo alimentar. Nesse contexto, estratégias de tratamento
associadas aos danos em decorréncia da obesidade sdo importantes. Com isso, 0 presente
estudo, teve como objetivo avaliar os efeitos da terapia de fotobiomodulacdo sobre a
musculatura e o desempenho mastigatério em modelo experimental de obesidade. Trata-se de
um estudo experimental, com ratos Wistar albinos (Rattus Norvegicus) provenientes de ratas
progenitoras da coldnia do Biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco. Setenta e duas horas ap6s o0 nascimento, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: Controle (C): n=17 e reducdo de ninhada (RN): n=15. Os
filhotes foram mantidos com suas maes durante o periodo de lactacdo. Aos 22 dias de idade, 0s
animais foram desmamados e alocados em gaiolas de acordo com o uso do laser: C/L1, CL2,
RN/L1, RN/L2. Aos 35 dias de vida pos-natal, eles foram eutanasiados (por decapitagdo) e
realizada a disseccao do feixe superficial do masculo masseter para posterior analise. Para cada
andlise foram utilizados até dois filhotes machos de cada ninhada. As analises utilizadas foram:
peso corporal; desempenho mastigatorio; temperatura em termografia do musculo masseter
durante o repouso e peso do feixe superficial do musculo masseter. Como resultado, foram
produzidos dois artigos. O artigo 1, trata-se de uma revisdo sistematica, que buscou delinear os
efeitos da terapia de fotobiomodulacdo sobre a musculatura esquelética em modelos
experimentais. O artigo 2, buscou avaliar os efeitos da terapia de fotobiomodulagédo sobre o

desempenho mastigatorio em modelo experimental de obesidade.

PALAVRAS-CHAVE: supernutri¢do; obesidade; masculo masseter; reducdo do tamanho da

ninhada; terapia de fotobiomodulagéo; mastigacao.



ABSTRACT

Obesity and overweight have become a worldwide public health problem and the association
with changes in masticatory performance has been observed. The literature has linked obesity
with a specific chewing style, evidenced by fewer chews per gram of food or per bite, larger
bite sizes, which could promote increased food consumption. In this context, treatment
strategies associated with damage in the occurrence of obesity are important. Thus, the present
study aimed to evaluate the effects of photobiomodulation therapy on musculature and
masticatory performance in an experimental model of obesity. This is an experimental study,
with albino Wistar rats (Rattus Norvegicus) from female rats from the vivarium colony created
by the Department of Nutrition at the Federal University of Pernambuco. Seventy-two hours
after birth, the animals were randomly distributed into two groups: Control (C): n=17 and litter
reduction (RN): n=15. The pups were ordered with their mothers during the lactation period.
At 22 days of age, the animals were weaned and allocated in cages according to the use of the
laser: C/L1, CL2, RN/L1, RN/L2. At 35 days of postnatal life, they were euthanized (by
decapitation) and dissection of the superficial bundle of the masseter muscle was performed for
further analysis. Up to two male pups from each litter were used for each analysis. The analyzes
used were: body weight; masticatory performance; temperature in thermography of the
masseter muscle during rest and weight of the superficial radius of the masseter muscle. As a
result, two articles were produced. Article 1 is a systematic review that sought to outline the
effects of photobiomodulation therapy on skeletal muscle in experimental models. Article 2
sought to evaluate the effects of photobiomodulation therapy on masticatory performance in an
experimental model of obesity.

KEYWORDS: supernutrition; obesity; masseter muscle; reduction in litter size;

photobiomodulation therapy
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1. INTRODUCAO

A mastigacdo é caracterizada pela atuacdo de diversas estruturas orofaciais dos 6rgaos
fonoarticulatorios (OFA) envolvidas. E composta por diversas etapas, para sua realizagio,
iniciando com a incisdo dos alimentos com os dentes incisivos centrais e laterais (BARROS,
2016; LAKARS; HERRING, 1980; ISABEL et al., 2015). Dando sequéncia, a lingua realiza o
transporte do alimento para por¢do mais posterior da cavidade oral, onde os dentes posteriores
realizam a trituragdo do alimento. Para finalizar, esse alimento é associado a saliva, e
transformado em um bolo alimentar coeso e adequado para a degluticdo (LOPES et al, 2019;
MELO etal., 2017; LAKARS; HERRING, 1980; ISABEL et al., 2015; MEENAKSHI e PAUL
2017).

O homem, quando recém-nascido, adquire todos 0s nutrientes necessarios para
sobrevivéncia através da funcdo da succdo (SEGALA et al., 2022; WESTNEAT; HALL, 1992;
P1ZZOL et al., 2012). O rato, inicialmente, apresenta funcdo semelhante, todavia, ao final da
segunda semana pos-natal, ja € possivel observar a transicdo da funcdo de succdo para
mastigacdo (BROCARD et al., 2006). Os primeiros movimentos mastigatorios aparecem por
volta do 12° dia pos-natal, e 0 padrdo adulto é alcan¢ado no 18°- 21° dias de idade (WESTNEAT
e HALL 1992).

O amadurecimento da mastigacdo, possui uma evolucdo gradativa e depende do
crescimento estrutural craniofacial e possui relagcdo direta com o aumento do volume intraoral,
da irrupcdo dentéria e da maturacdo dos musculos e articulagdes (MOYERS; CARLSON, 1993;
ASH; RAMFJORD, 1996; SEGALA et al., 2022), bem como do desenvolvimento do sistema
nervoso central (ALSHAMMARI et al. 2022; GOMES, BIANCHINI, 2009; BIANCHINI,
1997). Simultaneamente a evolucdo morfoldgica, observa-se, também, mudancas no padréo
motor de ingestdo alimentar (WESTNEAT, HALL, 1992; BROCARD et al., 2006).

Além de sua fungdo motora durante a ingestdo do alimento, a mastigacdo consiste
também em um processo de suma importancia para o desencadeamento da fase cefalica do
comportamento alimentar (MACHADO et al, 2017; MENEGASSI, 2017; TEFF, MATTES e
ENGELMAN, 1991). E possivel encontrar na literatura a relacdo direta na liberagio dos
hormonios responsaveis pelo apetite e saciedade com o ato do contato do alimento na cavidade
oral (MENEGASSI, 2017; AROSIO et al., 2004; MACHADO et al, 2017). Para tanto, a
mencionada funcdo motora parece estimular cascatas digestivas e neuroendocrinas, a fim de

otimizar a eficiéncia da digestao e o metabolismo, bem como regular, direta e indiretamente, 0s
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mecanismos de apetite e saciedade, controlando dessa maneira, o tamanho e a duragdo das
refeicdes (POWER e SCHULKIN 2008; SIMONIAN et al, 2005; MACHADO et al, 2017).

Neste contexto, a literatura apresenta evidéncias que, condi¢es na alimentagdo sejam
elas de quantidade ou qualidade de alimentos, que atuem no periodo inicial da alimentacéo
(perinatal e/ou neonatal) podem levar a mudancas com repercussées permanentes na estrutura
e fungdo de drgdos (HALES, 1997; MORGANE, MOKLER GALLER, 2002; PLAGEMANN
et al. 1992; BENTO-SANTOS et al.,, 2012). Estudos experimentais mostram que a
supernutricao nesses periodos, sinalizam para o surgimento de um fator de risco para obesidade
e de disturbios metabdlicos associados (PLAGEMANN et al. 1992, RODRIGUES et al. 2007;
JACOBSEN et al., 2017).

Com isso, 0 sobrepeso e obesidade tem se tornado um dos maiores desafios do século
21 no que se refere & satide publica. E caracterizado pelo acimulo de gordura de forma anormal
ou excessiva, que reflete em um alto fator de risco para o surgimento de problemas de salde
das formas mais variaveis nos individuos (WHO, 2000). Em estudos experimentais, € possivel
encontrar na literatura diversos modelos de inducéo de obesidade (PEREIRA et al., 2018; SISHI
et al., 2010; CONCEICAO et al., 2011; JACOBSEN et al., 2017; CONCEICAO et al., 2016;
SILVA et al., 2020; CREGE et al. 2016).

Na presente pesquisa, seré utilizado o modelo de obesidade obtido através da reducédo
de ninhada neonatal (RN). O referido modelo é caracterizado pela reducdo na ninhada no
terceiro dia de vida ap6s o nascimento, permanecendo apenas trés filhotes com a mae e com
desmame aos 21 dias de vida (PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN et al., 2005). Nesses
tipos de estudos, foi observado que mesmo sendo alimentados com racdo balanceada, esses
animais apresentaram um consumo alimentar maior em decorréncia da reducédo da competicdo
pelo leite durante o periodo de aleitamento. Resultou assim, em maior ganho de peso, quando
comparado aos filhotes da ninhada normal (PLAGEMAN et al., 2010). Como consequéncia,
esses animais desenvolveram hiperfagia, hiperinsulinemia, hipertensao, menor colesterol HDL
e obesidade (PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2007; BOULLU-CIOCCA et al., 2005).

Além disso, tém se observado na literatura, cada vez mais a relacdo existente entre a
obesidade com o surgimento de um estilo especifico no processo mastigatério. Pode ser
caracterizado pela realizagdo de menos mastiga¢des por grama de alimento ou por mordida
(KEANE etal., 1981; Ll et al., 2011), ritmo de ingestdo acelerado (L1 et al., 2011; LACERDA
et al., 2017), e maior tamanho de mordida (HILL e MCCUTCHEON, 1984; SANTOS et al.,



11

2023; SANTOS et al., 2023), resultado no aumento do consumo alimentar (FERSTER et al.,
1962; WHITE et al., 2015; FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; ). Tal mudanca resulta em uma
modificacdo na selecéo dos alimentos para a dieta, com o objetivo de evitar alimentos que sdo
mais dificeis de realizar a mastigacdo (FRIEDLANDER et al., 2007).

Nesse contexto, estratégias de tratamento associadas aos danos em decorréncia da
obesidade sdo importantes. A terapia de fotobiomodulacdo (TFBM) é uma radiacdo situada na
porcdo visivel do espectro das ondas eletromagnéticas, entre o infravermelho e o ultravioleta, e
o comprimento de onda depende do tipo de substancia estimulada (ASSIS, SOARES, VICTOR,
2012). E um tratamento n&o invasivo e de baixo custo, que tem sido utilizado com constante
frequéncia na pratica clinica. Sua utilizacdo tem sido observada em especial na fisioterapia para
melhorar nos quadros de dor, ou melhora para a regeneracéo tecidual (CAVALCANTI et al.,
2011)

Inimeros sdo os efeitos terapéuticos resultantes da intervencdo de FBM, dentre eles:
acao anti-inflamatéria e analgésica, além da acdo cicatrizante e moduladora da atividade celular
(ASSIS, SOARES, VICTOR, 2012; CAVALCANTI et al., 2011; OLKOSKI et al., 2021). Tem
por objetivo melhorar a regeneracdo muscular, estimulando a proliferacdo das células
musculares e células satélites, intensificar a sintese de proteinas mioblasticas, e aumentar areas
de fibras musculares e densidade mitocondrial. Na fase da inflamacédo aguda, a terapia de FBM
age na mitocondria, aumentando a transferéncia de elétron ao longo da cadeia transportadora
de elétrons e transporte de prétons através da membrana mitocondrial interna (ASSIS,
SOARES, VICTOR, 2012; CAVALCANTI et al., 2011; OLKOSKI et al., 2021).

A relagdo entre 0 excesso de peso e alteracdes mastigatdrias tem se tornado objeto de
pesquisa crescente na pratica clinica. Mas ainda é possivel encontrar algumas lacunas referentes
a tematica. Uma solucéo para tal dificuldade, pode estar relacionada a aplicacdo dos estudos
translacionais. As pesquisas translacionais surgiram a partir do interesse em se otimizar a satide
humana, a partir dos resultados obtidos em ensaios realizados em laboratorios (BOSIO et al.,
2019).

Nesse sentido, as pesquisas translacionais podem ser definidas, como a aplicacdo de
descobertas, através de pesquisas de laboratdrios e estudos pré-clinicos, que séo realizados de
forma bidirecional. Onde as descobertas realizadas em bancadas de laboratorios, séo
generalizadas para o desenvolvimento de ensaios clinicos para a salde humana (CABRAL
FILHO et al., 2013; BOSIO et al., 2019).



12

Com isso, torna-se importante evidenciar, a importancia da realizacdo de estudos que
utilizem modelos experimentais com excesso de peso. Busca-se como objetivo, conhecer
melhor 0s mecanismos que induzem as alteragcdes nos parametros mastigatérios. Assim como,
quais estratégias podem ser langadas com o objetivo de intervir de forma benéfica para

contribuir no desenvolvimento e funcdo dessa mastigacao.
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2. OBJETIVOS:
e Geral:

Avaliar os efeitos da terapia de fotobiomodulacédo sobre a musculatura e desempenho
mastigatério em modelo experimental de obesidade.

e Especificos:

Avaliar os efeitos da terapia de fotobiomodulacdo em modelo experimental de obesidade

sobre:
0 Peso corporal especifico e absoluto;

0 Desempenho mastigatorio: sequéncia mastigatoria, ciclos mastigatérios,

duracgéo da fase mastigatoria e taxa mastigatoria.
0 Temperatura em termografia do musculo masseter durante o repouso;

0 Peso do feixe superficial do mdsculo masseter.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. MASTIGACAO

Diferente das demais funcBes do sistema estomatognatico (respiracdo, succdo e
degluticdo), que sdo inatas e inicialmente controladas de forma reflexa, a mastigacdo é uma
funcdo aprendida (TAGLIARO, CALVI, CHIAPPETTA, 2004; SILVA et al., 2016). Seu
surgimento acontece de acordo com a evolucdo do individuo e pode sofrer modificacfes no
decorrer do seu desenvolvimento (SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2016; FELICIO et al.,
2007; SACONATO e GUEDES, 2009).

A mastigacado pode ser definida como uma das fungdes mais importantes do sistema
estomatognatico (PASTANA; COSTA; CHIAPPETTA, 2007; DOUGLAS, 2005). Nela estdo
relacionados 0s aspectos nutricionais, de crescimento e desenvolvimento craniofacial. Assim
como, no desenvolvimento da musculatura orofacial e das articulagdes temporomandibulares e
estabilidade oclusal (DOUGLAS, 2002).

Quando realizada de forma correta e harménica, a mastigacédo contribui para o adequado
desenvolvimento, crescimento e estabilidade das arcadas dentarias. Alem disso, também é
responsavel pelo desenvolvimento de ossos, maxilas, manutencéo e estabilidade da ocluséo e
pelo equilibrio muscular e funcional (PASTANA 2005). Dessa forma, a mastigacéo se torna
essencial na prevencdo dos disturbios miofuncionais, pois estimula a musculatura orofacial,
contribuindo para a harmonia e crescimento facial (BIANCHINI 2005; DOUGLAS 2005;
GOMES, BIANCHINI, 2009).

Sua realizagdo é composta por trés fases, a saber: incisdo, onde existe o corte inicial do
alimento; trituracdo, que é caracterizada pela reducdo do alimento em particulas menores; e,
pulverizacdo que € a reducdo em particulas ainda menores. Durante a realizacao dessas fases,
ha trituracdo e moagem dos alimentos, onde os alimentos sdo degradados em particulas
menores. Logo em seguida, essas particulas sdo ligadas com a jungdo da saliva presente na
cavidade oral. Assim resulta na producdo de um bolo alimentar coeso e adequado para a
degluticdo (DOUGLAS, 2002; BIANCHINI,1998; PASINATO et al.2016).

Portanto, para que isso ocorra, a mastigacdo conta com atividade direta da acdo dos
musculos da lingua, masculos da face e musculos mastigatorios, destacando a musculatura
esquelética. O musculo esquelético apresenta como caracteristica principal ser um dos tecidos

metabolicamente ativos. Dessa forma, exercem funcdes diretamente ligadas as atividades de
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locomogéo, do metabolismo e da mastigacdo (OLIVEIRA et al., 2018, DOUGLAS, 2002;
MATSAKAS E PATEL, 2009). Além disso, caracteriza-se por ser um musculo que compde
um dos maiores sistemas de 6rgédos do corpo, constituindo cerca de 40-50% do peso corporal
total (PASSARELLA et al., 1984; ALVES et al., 2014).

Por apresentar caracteristicas altamente adaptaveis, € um musculo capaz de se remodelar
e se adequar bem as varia¢Ges das demandas ambientais, fisioldgicas e de estado nutricional.
Por vezes, pode sofrer alteragdes no tamanho, massa e nas diferentes proporc¢des dos tipos de
fibras para melhor adaptacdo (OLIVEIRA et al., 2018; MATSAKAS E PATEL, 2009).
Apresentando periodo critico de desenvolvimento do musculo na gestacdo e lactacdo
(OLIVEIRA et al., 2018; MATSAKAS E PATEL, 2009; BLAAUW et al., 2013). Nesse
sentido, podemos observar que os musculos que atuam na ativacdo da funcdo mastigatoria
podem ser divididos em dois grupos: os levantadores da mandibula, sendo eles temporal,
masseter e pterigdideo medial. E os abaixadores da mandibula, pterigdideo lateral, digastrico
(ventre anterior), génio-hidideo e milo-hidideo (DOUGLAS, 2002).

Entre os musculos responsaveis pela mastigacao, destaca-se o masseter. O referido
musculo, apresenta ativa participacdo no processo mastigatorio, realizando de forma ativa a
etapa da trituracdo do alimento (PEREIRA et al. 2006; RAHAL, GOFFI-GOMEZ, 2009). Atua
no movimento de elevacdo, anteriorizagdo mandibular e estabilizagdo para a ocluséo
(PEREIRA et al. 2006; RAHAL, GOFFI-GOMEZ, 2009). Além de possuir um papel
importante na fisiologia da degluticdo, especialmente no que diz respeito a estabilizacdo
mandibular durante esta fungdo (HIRAOKA, 2004; OLIVEIRA et al. 2016;
WIDMER, ENGLISH e MORRIS-WIMAN, 2007).

Com isso, para que as fases do processo mastigatério ocorram de forma efetiva, se faz
necessaria a ativacao e maturacdo da atividade muscular. A partir da realizacdo dos movimentos
mandibulares mastigatorios, que ocorrem concomitantemente aos estagios criticos do
desenvolvimento do sistema nervoso (WESTNEAT, HALL, 1992; BROCARD et al., 2006;
LAKARS E HERRING, 1980).

No homem, essas fases do desenvolvimento do sistema nervoso, se destacam no periodo
da embriogénese, por volta do terceiro trimestre da gestacédo, estendendo-se até o final dos
primeiros dois a quatro anos de vida pos-natal (MORGANE, 1978). O aprendizado da funcao
mastigatoria é iniciado a partir do momento em que os primeiros dentes deciduos surgem, a

partir dos seis meses de idade (HULLAND et al., 2000; ANDRADE e KATZ, 2018). Dessa
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forma, os musculos que compdem a mastigacdo, realizam movimentos de aproximacéo e/ou
afastamento dos dentes (BIANCHINI, 2000). Os primeiros movimentos apresentam
caracteristicas pobres e descoordenadas como os primeiros estagios de qualquer fendmeno
motor aprendido (ex.: andar, correr) (DOUGLAS, 2002; SILVA et al, 2016).

Com o amadurecimento de todo o sistema estomatognatico e o desenvolvimento da
denticao total, que acontece por volta dos 30 meses, estabelecem-se padrdes reflexos aprendidos
guiados (HULLAND et al., 2000; ANDRADE e KATZ, 2018, FOLAYAN et al., 2007,
PATRIANOVA et al., 2010). Além da informacdo dos proprioceptores, seja periodontal, pela
excitacdo dos mecanorreceptores da articulagdo temporomandibular, como também dos
receptores de tato e pressdo da mucosa oral, particularmente da lingua (DOUGLAS 2005;
INOSTROZA-ALLENDE, 2020).

Incialmente a mastigacdo ocorre com movimentos mais verticalizados e com
participacgdo ativa da lingua para realizagdo do amassamento do alimento contra o palato. Esse
movimento vai se refinando, dando inicio ao processo de rotacdo de mandibula no periodo dos
12 meses, até atingir o padrdo mais maduro da mastigacdo por volta do quinto ano de vida
(TANIGUTE, 2005; BIANCHINI, 2000; SILVA et al, 2016).

Nessa idade, é esperado que o individuo apresente uma mastigacdo totalmente
desenvolvida semelhante a de um individuo adulto. Isso acontece porque ap6s o surgimento da
primeira denticdo completa, o ciclo da mastigacdo torna-se estavel devido ao amadurecimento
do aparelho mastigatério. Surge entdo, a mastigacdo bilateral alternada, com realizacdo de
movimentos rotatorios e ritmados de mandibula (SILVA et al, 2016; CATTONI, 2004; HARA,
et al. 2010; ENLOW, 1993).

Nos ratos, a nutricdo durante o periodo poOs-natal precoce € representada pelo
aleitamento materno, assim como no humano (SMOTHERMAN e ROBINSON, 1994).
Inicialmente os nutrientes e fluidos sdo obtidos pelo mamilo materno através do comportamento
de succdo. A medida que o animal se desenvolve, é observada a migracdo do comportamento
de succdo para o da mastigacdo, por volta do final da segunda semana pds-natal. A partir de
entdo, é possivel observar o surgimento dos primeiros movimentos mastigatorios por volta do
12° dia pds-natal, atingindo o padréo adulto entre o 18° aos 21° dias de vida (BROCARD et al.
2006; WESTNEAT, HALL, 1992).

Apos atingir o padrdo maduro, a mastigacdo dos ratos apresenta como etapa inicial a

incisdo ou preparatdrio, onde os alimentos sdo tocados pelos dentes incisivos e levados a por¢do
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interna da cavidade oral (MOSTAFEEZUR et al., 2012; FERRAZ-PEREIRA et al., 2015;
LACERDA et al., 2017). Seguindo para etapa seguinte, denominada como trituracdo, que é
caracterizada pela realizacdo de diversos ciclos de movimento de abrir-fechar da boca, com
duracdo de ciclos irregulares e mais verticais, ap6s a abertura inicial da mandibula
(MOSTAFEEZUR et al., 2012; FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; LACERDA et al., 2017). No
entanto, ao atingir o periodo de mastigacdo ritmica com a realizacao dos ciclos mastigatorios,
o0 alimento é reduzido a particulas menores pelos molares superiores e inferiores opostos ao da
mastigacdo, onde ha a realizagdo de movimentos mais horizontais de mastigacdo
(MOSTAFEEZUR et al., 2012; FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; LACERDA et al., 2017).

Por fim, € realizada a pulverizacdo do alimento, onde o animal, realiza o esmagamento
e trituracdo do alimento em particulas ainda menores com auxilio dos molares superior e
inferior, seguindo pela transferéncia do bolo alimentar para a parte posterior da boca,
igualmente ao que acontece no processo final realizada na mastigacdo feita pelo homem
(MOSTAFEEZUR et al., 2012; FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; LACERDA et al., 2017).

Ferraz-Pereira e colaboradores (2015), analisaram em seu estudo os efeitos que a dieta
hipoprotéica no periodo neonatal, pode contribuir de forma negativa na eficiéncia mastigatoria
em ratos. O estudo encontrou como resultado, uma reducéo de ciclos e sequéncias mastigatérias
em filhotes advindos de genitoras que foram alimentadas com uma dieta pobre em proteinas

durante a lactacdo. Tais resultados se tornam indicativos da reducédo da eficiéncia mastigatoria.

Semelhante a outros dois estudos realizados com criangas de 7 a 12 anos. Foram
analisados o consumo alimentar e o desempenho mastigatério em criancas eutréficas, com
sobrepeso e obesas. Em ambos os estudos, foi possivel observar um padrdo mastigatério
alterado, nas criangas com sobrepeso. Caracterizado pela realizacdo de maiores padrbes de
mordidas no alimento, menor nimero de sequéncias mastigatdrias e realizacdo de mastigacédo
mais acelerada (SANTOS et al, 2023; SANTOS et al, 2023). Além disso, foi observado que as
criangas com sobrepeso, apresentam preferéncia de sele¢do de alimentos que sejam mais ultra

processados, realizando um baixo consumo de alimentos frescos (SANTOS et al, 2023).

3.2. MUSCULO ESQUELETICO MASTIGATORIO
A musculatura esquelética é considerada o tecido que mais pode ser encontrado no corpo
humano. Representando cerca de 40 a 45% do peso corporal total, composto por 660 musculos
espalhados pelo corpo, com diferentes funcdes e objetivos (PASSARELLA et al., 1984;
ALVES et al., 2014).
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E um tecido metabolicamente ativo e altamente adaptavel, se remodelando &s
necessidades fisioldgicas e ambientais, necessarias para o bom funcionamento. Para isso,
realiza mudancas fenotipicas em sua proporcao e tipo de fibra, por meio das mudancas de
expressdo génicas (OLIVEIRA etal., 2018; DOUGLAS, 2002; MATSAKAS E PATEL, 2009).

Sua origem se da na embriogénese e se estende até o periodo neonatal (BOYLE, 2011).
A literatura mostra que nesse periodo o musculo sofre mudancas importantes, e sdo essas
alteracdes, que podem contribuir de forma direta na correta fungdo metabolica do masculo
esquelético na vida adulta (BOYLE, 2011; FERRAZ-PEREIRA, 2015; PERRY, 1970).

E caracterizado pela presenca de sarcomeros, que contém as principais proteinas
responsaveis pela contracdo da fibra muscular: actina e miosina. No que se refere ao tipo de
fibra, a classificacdo mais aceita para a musculatura, se refere a tipologia da fibra, sendo baseada
na expressdo de isoformas de cadeia pesada de miosina (MyHC). De acordo com a sua
contragdo muscular, pode ser classificada em: contracdo lenta (tipo 1) e de contracdo rapida
(tipo I1) (JANSEN e PAVLATH, 2006; HOOPER e THUMA, 2005; PIOVESAN et al., 2009).

As fibras do tipo | sdo caracterizadas pela baixa velocidade de contracdo, relaxamento,
baixa capacidade de gerar forca, mas alta resisténcia a fadiga. Ja as fibras do tipo 11, séo fibras
rapidas, apresentam baixa resisténcia a fadiga e possuem a subdivisdo: lla, Ilb e lIx. A fibra do
tipo Ila é caracterizada por ser uma fibra de contragdo rapida intermediaria, porém com certa
resisténcia a fadiga. Diferente da Ilb, que é caracterizada por ter contracdo mais rapida que a
Ila, mas apresenta menor resisténcia a fadiga (LEFEUVRE et al.,, 1996; BALDWIN e
HADDAD, 2001).

A composicdo das fibras no muasculo apresenta relacdo direta de acordo com a fungéo
gue o musculo exerce. Nesse sentido, os musculos responsaveis pelo controle postural possuem
maior proporcdo de fibras de contracdo lenta (tipo I). J& os musculos que necessitam de
atividade de rapida de contracao, possuem maior quantidade de fibras de contracéo rapida (tipo
I1) (PIOVESAN et al., 2009; LIBERA e CARPENE, 1997).

Além disso, 0 musculo esquelético possui relagdo direta com as vias metabolicas, tendo
em vista que os musculos sdo os principais locais para a captacdo de glicose do sangue
estimulada pela insulina, sendo cruciais na manutencdo da homeostase da glicose. Dessa forma,
exerce um papel fundamental na atividade metabdlica, atuando na transformacédo da energia

quimica em energia mecanica, para a ativacao dos movimentos (FERREIRA, 2005).
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Os musculos mastigatérios sdo considerados os elementos mais ativos do sistema
estomatognatico (DOUGLAS, 2005). Dentre os musculos responsaveis pela mastigacéo,
destaca-se 0 masseter, sendo considerado o0 mais ativo e maior musculo da mastigacéao.
Apresenta participacdo no processo mastigatorio, com principal funcdo a de elevacdo
mandibular, gerando a forca necesséria para que haja a quebra do alimento, realizando de forma
ativa a etapa da trituracdo do alimento (TIELAND et al. 2017; PEREIRA et al. 2006; RAHAL,
GOFFI-GOMEZ, 2009).

No homem, o masculo masseter, caracteriza-se por ser um musculo com grande forca
de contragdo, sendo composto por um feixe superficial e outro profundo. O feixe superficial
tem origem na margem inferior do 0sso zigomatico e inser¢do na metade do 0sso zigomatico.
Ja o feixe profundo, apresenta origem no arco zigomatico e inser¢do no angulo da mandibula
(MACIEL, 1996; MADEIRA, 2001)

Em roedores, o muasculo masseter apresenta-se de forma bem desenvolvida e é
caracterizado por compor cerca de 60% a 80% da musculatura mastigatoria (TURNBULL,
1970). Didaticamente, é dividido em duas camadas: o masseter superficial e 0 masseter
profundo (FIGURA 1) (WOOD, 1965). A parte superficial, origina-se na porc¢ao anterior do
processo alveolar da maxila e tem insercdo na face lateral da mandibula. Ja o masseter profundo
tem sua origem no 0sso zigomatico e insercdo na superficie lateral da mandibula, cobrindo
grande parte desta superficie (HADDAD, 2018). Semelhante ao que ocorre nos humanos, tem
como funcéo, a contribuicdo nos movimentos de elevacao e protrusdo da mandibula durante a
mastigacdo (SPATARU et al. 2013; WOOD, 1965).

(A) (B)
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FIGURA 01: Cabeca do rato em vista lateral direita. Em figura (A), pode ser vista a dissecc¢ao do feixe
superficial do mUsculo masseter e em figura (B) a disseccdo do feixe profundo do misculo masseter. Imagem
adaptada de Monray, et al., 2015.

Nesse sentido, para que exista a execucdo da funcdo mastigatoria de forma adequada e
efetiva, a mastigacdo necessita de atividade muscular suficiente para realizar os movimentos
mandibulares mastigatorios e, assim, gerar forca para reduzir o tamanho das particulas de
alimentos que serdo deglutidas (DOUGLAS, 2002).

A literatura sinaliza que o padrdo adulto de movimentos mastigatorios (abertura e
fechamento da mandibula) sé pode ser estabelecido com a maturacdo do complexo craniofacial
(LAKARS; HERRING, 1980). Os musculos orais (musculos mastigatorios, a exemplo do
musculo masseter, e supra-hidideos), com o desmame, mostram alteracGes funcionais,
morfoldgicas e bioquimicas durante o desenvolvimento (DELLOW & LUND, 1971; SAITO,
etal., 2003). Varios estudos demonstraram alteracdes nas propriedades das fibras dos musculos
mastigatorios durante o crescimento e desenvolvimento muscular (KOGO et al.,, 1996;
MATSAKAS E PATEL, 2009; BLAAUW, et al., 2013).

Apo6s o desmame, com a transicdo da funcdo de succdo para mastigacdo, observa-se
aumento na proporcao da composi¢do do MyHC-2b (contragdo rapida e alta forca contrétil) no
musculo masseter (KOGO et al., 1996), crescimento muscular rapido (MAEDA et al., 1981b;
MIYATA et al.,1996); perfis de expressdo de cadeias pesadas de miosina mudam (SAITO et
al., 2002a); os diametros dos motoneur6nios que inervam o musculo masseter aumentam e o
padrdo da eletromiografia muda acentuadamente (KUBOTA et al., 1988; MIYATA et al.,
1996).

Em estudo realizado com ratos observou-se os efeitos que a desnutricdo na fase
neonatal nos musculos da mastigacdo (masseter) e nos circuitos neuronais. Como resultado, foi
possivel observar aumento das proporcdes de fibra tipo 1A e reducéo das fibras do tipo 11B no
musculo masseter. Sugerindo um atraso na maturacdo fenotipica e morfolégica do musculo
masseter, em animais que apresentaram o efeito da desnutricdo (FERRAZ-PEREIRA et al.,
2015).

3.3. PLASTICIDADE FENOTIPICA:
O fenotipo pode ser definido como o resultado da interagcdo do ambiente com o gendtipo
(conjunto de genes). Essas interagdes do ambiente contribuem com interferéncias diretamente
ligadas ao gendtipo, que como respostas, resultam em alteragdes para adequacgao do organismo

aos desafios impostos pelo ambiente, gerando assim, um novo fenétipo (WEST-EBERHARD,
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1986; LACERDA et al., 2017; GLUCKMAN et al, 2011). Essa capacidade de transformacdo e

adaptacao aos desafios impostos pelo ambiente ¢ chamada de “plasticidade fenotipica”.

A plasticidade fenotipica pode ser caracterizada pela capacidade em que o0 organismo
apresenta de se reorganizar, em resposta as modificagGes impostas pelo ambiente. Resultando
em mudancas relacionadas a funcgéo, estado ou forma (GLUCKMAN et al, 2011; WELLS,
2014, 2019).

Na literatura é possivel observar os primeiros registros acerca da tematica da
plasticidade fenotipica e do DOHaD (Origem desenvolvimentista da salde e da doenga), nos
estudos de Ravelli e colaboradores (1976). Durante esse periodo, observou-se que uma grande
parte da populacdo dos paises da Europa, em especial o oeste da Holanda, teve privacdo no
recebimento de alimentos, como resultado da Segunda Guerra Mundial. Diante disso, Ravelli e
colaboradores (1976), analisaram os efeitos a longo prazo dessa situacdo, nos grupos de jovens

que viviam na Holanda.

Para isso, foi realizada a analise com mais de 300 mil jovens, filhos de mulheres que
foram expostas a privacdo alimentar, durante o periodo da guerra denominada "fome
holandesa™. Como resultado, foi identificado que a desnutricdo na gestacdo, gerou como
consequéncia, 0 aumento das taxas de obesidade e na associacdo de alteragdes metabdlicas
desses individuos (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976).

Foi possivel observar que a desnutricdo durante o Gltimo trimestre de gravidez e os
primeiros meses de vida, resultou em baixos niveis de obesidade. Em contrapartida, se a
desnutricdo ocorreu no periodo inicial da gravidez (primeiros trimestres), observou-se como
consequéncia o surgimento do aumento da incidéncia de obesidade (RAVELLI; STEIN;
SUSSER, 1976).

Alguns anos depois, Barker e colaboradores (1989), defenderam a hipdtese de que
condigdes adversas que incidirem no periodo intrauterino e infancia, resultam no aumento do
risco de doencas cardiovasculares. Como resultado, foi possivel observar que esses individuos
apresentaram alteragdes até a fase adulta, com maior propenséo a aumento da presséo arterial e
diabetes do tipo 2 (BARKER et al., 1989; HALER e BARKER, 1992).

Nesse sentido, Lucas (1991) referiu existir uma “programacao” quando observada a
presenca de um evento de forma precoce e que agisse diretamente nos periodos criticos do
desenvolvimento. Como resultado a essa “programacdo”, ¢ possivel observar uma mudanca

permanente ou de longo prazo na estrutura ou fungdo do organismo.
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A partir disso, surgiram diversos estudos que sinalizam que, mudangas que ocorrem no
periodo inicial do desenvolvimento do individuo, mesmo que ocorra de forma sutil, podem
gerar mudancas fenotipicas. O que resulta em alteracGes na expressdo da carga genética que
repercutem na saude do mesmo a longo prazo, permanecendo até a fase adulta (GLUCKMAN
et al, 2011; CADENA-BURBANO et al., 2017; FERRAZ-PEREIRA et al., 2013; LACERDA
etal., 2017; BARKER, 1986; HALES et al., 1991; WELLS, etal., 2019; MOURA et al., 2008).

Uma das variacBGes da plasticidade fenotipica que pode ser vastamente encontrada,
refere-se aos fatores nutricionais (DE MOURA; LISBOA; PASSQOS, 2008). A literatura aponta
que a nutricdo materna exerce papel fundamental no crescimento e desenvolvimento fetal
(BLACK, 1999; MORGANE, 1993).

Além disso, sabe-se que o periodo inicial da alimentacéo (perinatal ou pos-natal), possui
fundamental importancia para o correto e efetivo desenvolvimento. Nesse sentido, quando
existe uma supernutricdo ou uma diminuicdo de ingestdo, nos periodos criticos do
desenvolvimento, tais alteracBes podem ter consequéncias duradouras para a fase adulta
(HALLAL et al., 2012; OZANNE, HALES, 2004; MILAGRO, 2012).

Uma revisao de literatura realizada por Ferraz-Pereira e colaboradores (2018), buscou-
se analisar os efeitos da dieta hipoprotéica no periodo perinatal e sua influéncia no
desenvolvimento estrutural e fisiologico de mastigacdo. Como resultado, observou-se que a
desnutricdo neonatal gerou programacdes que repercutiram de forma negativa na estruturacédo
e funcédo do sistema estomatognatico, em especial na funcdo mastigatoria. Sendo observado
alteracGes no crescimento mandibular, atraso na erupcéo dentaria, com presenca de limitacdo
no crescimento dos dentes incisivos e molares, bem como, 0 aumento de presenca de céries
dentarias. Tais repercussdes, podem contribuir diretamente de forma negativa nas etapas da
funcdo mastigatéria (FERRAZ-PEREIRA, et al., 2015).

Em outra reviséo realizada por Chaves e colaboradores (2020), realizou a discurséo a
respeito da influéncia dos efeitos da dieta materna rica em gordura (HFD) no comportamento
alimentar e na composicao corporal da prole. Para isso, foram utilizados estudos com roedores,
onde foram analisados os filhotes de mées expostos a uma dieta rica em gordura durante a
gestacdo e/ou lactacdo. Como resultado, foi possivel observar que a exposicdo materna a um
HFD leva ao aumento da ingestdo de alimentos, maior preferéncia por HFDs e independéncia
alimentar precoce na prole. Como consequéncia, embora os filhotes apresentassem baixo peso

ao nascer, ao atingir a fase adulta, apresentaram aumento de peso, resultando na alteracdo da
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composicdo corporal da prole, com maior deposicdo de gordura nas almofadas de tecido

adiposo branco.

Semelhante a outra revisdo realizada, que buscou explicar a relacdo existente entre a
influéncia dos eventos que acometem o individuo de forma precoce, e como eles podem incidir
no desenvolvimento até a fase adulta. Para isso, foi realizada busca na base de dados, a fim de
entender como esses eventos precoces podem influenciar o desenvolvimento corporal e
entender a relacdo existente entre 0 baixo peso ao nascer e risco de obesidade na fase adulta.
Como resultado, foi possivel observar a relacdo existente no surgimento de problemas
cardiometabolicos e obesidade advindos das deficiéncias existentes ainda no periodo
intrauterino. No entanto, os autores destacam a possibilidade da existéncia da reprogramacéo
fenotipica, atraves da oferta nutricional adequada, reduzindo assim, os riscos de obesidade
(RIBEIRO et al., 2015).

Em outro estudo, dessa vez, realizado com ratos submetidos a modelo experimental de
paralisia cerebral, foi avaliado os impactos causados pela desnutricdo no periodo perinatal sobre
0 padréo sensorio-motor. Para isso, foram analisados os parametros morfolégicos, funcionais e
comportamentais da mastigacdo. Como resultado, foi encontrado que os animais induzidos a
desnutricdo perinatal e que foram submetidos ao modelo experimental de paralisia cerebral,
tiveram o surgimento de danos mastigatérios, de forma exacerbada e precoce. Resultou em
alteracdes no padrdo sensoério-motor da mastigacdo e no fenotipo das fibras musculares (do

musculo masseter e masculo digastrico) (LACERDA et al., 2017).

3.4. MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE
O sobrepeso e a obesidade sdo patologias crénicas, que afetam a salde geral do
individuo. Resultam no acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal, sendo causadas

por um desequilibrio entre as calorias consumidas e gastas (WHO, 2000).

Apresenta etiologia multifatorial. Podem ser decorrentes de uma combinagéo de fatores
que incluem habitos alimentares erréneos, propensao genética e desmame precoce. Também
podem sofrer influéncia do estilo de vida familiar, condicdo socioecondmica e fatores
psicolégicos, o que resulta em dificuldades para realizar a manutencdo do peso saudavel
(TADA, 2018; KOLOTKIN et al., 2001).

A literatura aponta que o periodo da lactacdo pode ser considerado um periodo critico
para o desenvolvimento do individuo (PLAGEMANN et al., 1999). Dessa forma, Plagemann e

colaboradores (1999) sinalizam que altos niveis de aporte nutricional em periodos precoces do
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desenvolvimento, promove uma programacdo metabodlica, que pode perdurar durante toda a
vida. Dessa forma, sendo a fase que pode determinar o ganho de massa corporal do individuo
ao longo da vida (STOCKER e CAWTHORNE, 2008; HABBOUT etal., 2013; PLAGEMANN
etal., 1999).

Para tanto, além da utilizacao de estudos epidemiolégicos e clinicos, tem se observado
0 aumento na utilizacdo de modelos experimentais de animais, para compreender a
fisiopatologia da obesidade e sua associagdo com demais fungdes (RINALDI, et al., 2012). E
possivel encontrar na literatura, diversos tipos de modelos experimentais tais como: culturas de
células e tecidos (pesquisa in vitro), animais de laboratério (pesquisa in vivo), estudos
anatdbmicos, que geralmente sdo em cadaveres de seres humanos, dentre outros (FERREIRA et
al., 2005). Nesse sentido, foi selecionado o modelo experimental de animais de laboratério, com

modelos de obesidade para o referido estudo.

Diversos sdo os modelos experimentais utilizados para a realizagdo da inducdo de
obesidade, sejam eles utilizando alteracBes nas dietas (tipo hiperlipidica, hiperprotéica,
hipercaloricadieta e de cafeteria) ou através da reducdo de ninhada neonatal (PEREIRA et al.,
2018; SISHI et al., 2010; CONCEIGAO et al., 2011; JACOBSEN et al., 2017; CONCEICAO
etal., 2016; SILVA et al., 2020; CREGE et al. 2016). Sendo utilizado em sua maioria roedores,
por permitir a obtengdo de respostas em menor espaco de tempo (VON DIEMEN et al., 2006)
e por apresentar caracteristicas gene-ambiente mais semelhante a obesidade humana (CASTRO
etal., 2018; COLTRI, 2017).

Um dos modelos experimentais que tem sido vastamente utilizado para obtencdo da
obesidade € o de redugéo de ninhada neonatal (RN). E caracterizada pela indugao da obesidade,
através da supernutri¢do no inicio da vida. Onde, é realizada a reducdo na ninhada no terceiro
dia de vida ap0s o nascimento, permanecendo apenas trés filhotes com a mée em cada ninhada.
Enquanto no grupo controle o tamanho da ninhada € ajustado para nove filhotes por mae.
Ambos o0s grupos apresentam acesso livre a agua e alimento (PLAGEMANN et al., 1999;
PLAGEMANN et al., 2005).

Como resultado, é possivel observar um aumento na oferta de leite e calorias do filhote.
Apols o desmame, aos 21 dias de vida, é constatado que esses animais apresentam maior
consumo alimentar, com maior ganho de peso, se comparado ao grupo de ninhada normal
(PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN et al., 2005) (FIGURA 2).
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FIGURA 02: Modelo de supernutri¢do por redugdo do tamanho da ninhada neonatal em roedores.
Adaptado de Habbout et al. (2013).

O resultado para obesidade nesse grupo surge, pois, os filhotes apresentam menor
concorréncia para alimentacdo, apresentando niveis altos de ingestdo. Como consequéncia, é
possivel observar o desenvolvimento de hiperfagia persistente, obesidade, triglicerideos
elevados, aumento da pressao arterial sistolica, hiperleptinemia, hiperinsulinemia e diminuigdo
da tolerancia a glicose (YOU et al. 1990; PLAGEMANN et al., 1992; PLAGEMANN et al.,
2008).

Partindo desse pressuposto, ja é vastamente documentado que a obesidade e o sobrepeso
apresentam diversas consequéncias associadas ao quadro, que va@o desde alteragdes
metabdlicas, psicoldgicas, anatdmicas e fisiologicas (STRAUSS, 2000; ARAUJO, 2019).

Além disso, também ¢ possivel encontrar na literatura a relacdo existente entre a
obesidade com um estilo especifico de mastigacdo, evidenciado por menos mastigacfes por
grama de alimento ou por mordida (KEANE et al., 1981; LI et al., 2011), altera¢des no ritmo
de ingestdo (LI et al., 2011), e alteracdo no tamanho de mordida (HILL, MCCUTCHEON,
1984). Como consequéncia, é possivel observar aumento do consumo alimentar (FERSTER et
al., 1962; WHITE et al., 2015).
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3.5. TERAPIA DE FOTOBIOMODULACAO
O LASER, acronimo de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
(Amplificacdo da Luz por Emissao Estimulada de Radiacao), € um dispositivo que apresenta
como principal funcdo, a emisséo de energia eletromagnética ndo-ionizante, monocromatica,
coerente e colimada (KARU, 1989).

Pode apresentar-se com dois tipos de classificacdo: laser de alta poténcia e laser de baixa
poténcia. Os lasers de alta poténcia sdo caracterizados por apresentarem maior producédo de
energia. Sua principal utilizacdo destina-se para a realizacdo de cortes teciduais, especialmente
durante procedimentos cirtrgicos (MELIS et al., 2012; ALVES, 2020; MAXIMO et al., 2022).

Ja os de baixa poténcia, sdo utilizados como meios terapéuticos e sdo caracterizados
pela baixa producdo de energia e ndo alteracdo de temperaturas na pele. Dessa forma,
proporcionam como principal efeito, a absorcdo da luz, que resultam no efeito de
sofrem a intervencdo. Regulando assim, as fung@es fisioldgicas celulares apos sua absorcao
(MELIS et al., 2012; ALVES, 2020).

Contudo, com 0 avanco da literatura, observou-se que outras fontes de luz, como o LED
(Light Emitting Diode), comegaram a ser utilizadas como efeito terapéutico. Dessa forma, foi
entdo observado que o LED também poderia contribuir de forma benéfica para os efeitos
fotobioestimulatorios (KARU, 2010). Com isso, o termo “laser de baixa poténcia” passou a ser
mais comumente conhecido como terapia de fotobiomodulacdo (TFBM) e tem sido cada vez
mais administrada nos ultimos anos (HAMBLIN, 2018).

Diversos sdo os objetivos de tratamento que a fotobiomodulagdo proporciona, a
depender das necessidades bioldgicas que o individuo esteja necessitando em determinado
momento (DE BRITO BITENCOURT et al.,2018; FERREIRA et al., 2021). Dentre eles, &
possivel observar na literatura seu uso na tentativa de retardar o processo de fadiga muscular e
melhorar o desempenho muscular (DE BRITO BITENCOURT ET AL.,2018; FERREIRA et
al., 2021). Como também, atuacdo como agente anti-inflamatorio pos-leséo, analgésico para
dor miofascial e melhora da regeneracdo muscular (ALVES et al., 2014; KAVIANI et al., 2011,
CARVALO et al., 2015).

Além disso, pode proporcionar a estimulagdo e proliferacdo das células musculares e
células satélites, intensificando a sintese de proteinas mioblésticas, e aumentando as &reas de

fibras musculares, densidade mitocondrial e respiracdo mitocondrial (PASSARELLA et al.,
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1984; DE BRITO BITENCOURT et al.,2018; FERREIRA, 2022; HEISKANEN e HAMBLIN,
2018; HAMBLIN, 2017).

Em resumo, a TFBM promove o equilibrio oxidativo, aumentando os niveis da enzima
superoxido dismutase (SOD). Na literatura é possivel encontrar a associac¢do da utilizacdo da
TFBM e melhora da oxigenacdo periférica da musculatura. A justificativa para tal resultado,
refere-se as mudancas estruturais nas fibras musculares, o que resulta no aumento dos capilares

e consequentemente alteracdes a nivel mitocondrial (ALVES et al, 2014).

Diante disso, é possivel observar a importancia da via mitocondrial relacionados aos
efeitos da TFBM, o que resulta na melhora da performance muscular, com prevencao da fadiga
e reparando danos musculares. E proposto que a TFBM melhora o potencial da membrana
mitocondrial e a atividade das enzimas na cadeia respiratoria, 0 que favorece para que a
mitocondria forneca maiores niveis de oxigenacao e adenosina trifosfato (ATP) para as células
(FERRARESI; HAMBLIM; PARIZOTTO, 2012; DE BRITO BITENCOURT et al.,2018).

Sua utilizacdo é vastamente documentada na literatura cientifica, com utilizacdo em
humanos, nas diferentes areas de atuacdo. No entanto, foi com a experimentacdo animal, que
se deu origem as primeiras evidéncias cientificas a respeito dos efeitos da TFBM. Mester e
colaboradores (1971) inicialmente analisaram a eficcia do tratamento de tumores implantados
no dorso de ratos, com a utilizacdo de irradiagdo a LASER. Como resultado, ndo encontraram
resultados positivos referentes a reducdo do tumor, mas foi observado rapido crescimento dos

pelos nas feridas dos animais irradiados, quando comparados ao grupo controle.

Dessa forma, tornou-se cada vez mais crescente a realizacdo de estudos que visem a
utilizacdo da TFBM em modelo experimental e em humanos. Sendo necessario estabelecer
protocolos dosimétricos nos diferentes tipos de intervencdes, tendo em vista, que os efeitos da
TFBM possuem relacdo direta com a selecdo dos parametros utilizados, evitando assim, a
superdosagem ou dosagens inferiores ao necessario (ALVES, FURLAN e MOTTA. 2019;
HUANG et al., 2019). InformagGes como: poténcia do aparelho, comprimento da onda,
diametro do feixe, area do feixe, energia por ponto e energia total, modo de emissao, tempo de
irradiacdo, densidade de poténcia e quantidade de aplicacGes, sdo imprescindiveis para a
efetividade do tratamento (HUANG et al., 2011).

No entanto, estabelecer os dados referentes a dosimetria, ainda pode ser considerado um
desafio. Considera-se a divergéncia existente nos protocolos para aplicagdo da intervengdo com
fotobiomodulagéo, para um mesmo objetivo proposto (ALVES, FURLAN e MOTTA. 2019;
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HUANG et al., 2019). Ferreira e colaboradores (2021) em sua recente revisao de literatura,
ressaltam a contribuicdo da TFBM na reabilitacdo de cabeca e pescoco, no entanto, os autores
sinalizam que ainda existe uma divergéncia na literatura sobre os dados dosimétricos a serem
utilizados. Existindo heterogeneidade das metodologias e dos resultados encontrados, sendo
necessario diversidade nos objetivos dos estudos, visando a definicdo de protocolos desta

ferramenta.

Tal resultado € semelhante a outra revisao realizada por Alves e colaboradores (2019).
Em sua pesquisa, foi realizada uma revis&o integrativa de literatura, onde buscou-se analisar a
influéncia do laser de baixa intensidade no desempenho do muasculo esquelético e identificar os
parametros dosimétricos mais utilizados. Como resultado, observou-se melhora na atuacédo do
laser no desempenho muscular. No entanto, no que se refere a metodologia utilizada e aos dados
dosimétricos, observou-se ampla diversidade nos dados, impossibilitando a identificacdo dos
parametros eficazes para tal resultado.

3.6. TERMOGRAFIA
A literatura mostra que inicialmente, o uso da termografia associava sua utilizagcdo ao
ambito da engenharia e inddstria, com uma vasta trajetéria no que se refere a sua utilizagdo
(RESHETNIKOV et al., 2015; CASAS-ALVARADO et al., 2022). No entanto, é possivel
observar 0 seu crescente uso também nas areas médicas, auxiliando no diagnéstico das

diferentes patologias.

Na literatura, os primeiros registros associados a utilizacdo da termografia na area
médica aconteceram em 1956, onde Lawson utilizou a termografia para realizar detec¢do do
aumento da temperatura sobre o local do tumor, em uma paciente que apresentava cancer de
mama (LAWSON, 1956). Em outro estudo, considerado pioneiro, Williams e colaboradores
(1960) avaliaram 200 casos de neoplasia mamaria e confirmaram um aumento de temperatura
nas regides afetadas, através do uso da termografia. Desde entdo, a termografia vem
apresentando crescente utilizacdo nas diferentes pesquisas relacionadas a saude, tendo como

destaque o diagnostico medico, sejam eles em humanos ou animais.

A termografia pode ser definida como um método de diagndstico de imagem, néo
invasivo, indolor, rapido, livre de radiacdo e de facil execucdo. Apresenta como caracteristica
principal, a realizacdo de captura de imagens infravermelhas de estruturas do sistema
musculoesquelético, vascular, nervoso, dentre outros (BRIOSCHI et al. 2001; SHTERENSHIS,

2017). A producdo das imagens, € realizada atraves da captacdo do calor emitido pela regido
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do corpo que estd em analise, como respostas a situagdes termorreguladoras que o corpo produz
(AMORIM, 2018; NIEDZIELSKA et al., 2017).

A captacdo de informacgGes do calor da superficie selecionada, através da imagem digital
realizada (termograma), é analisada de acordo com as cores que 0 termograma apresenta como
respostas apos a analise. Dessa forma, cada cor é responsavel por representar uma distinta faixa
de temperatura, variando entre: rainbow — branco, vermelho, laranja, amarelo, verde, azul
celeste, azul royal e violeta (BRIOSCHI et al., 2007; AMORIM et al., 2018; NIEDZIELSKA
etal., 2017).

Nesse sentido, regibes mais frias, ou seja, com menor numero de vascularizagao (ex. as
extremidades), sdo representadas pelas cores mais frias, como o azul e violeta. Em
contrapartida, as regides mais bem vascularizadas, sdo representadas pelas cores mais quentes
como: vermelho, laranja e amarelo (RING e AMMER, 2012; AMORIM et al., 2018). Nesse
sentido, se torna possivel, através do termograma, indicar os niveis de normalidade ou
patolégicos apresentados pelo organismo em tempo real, a niveis funcionais, nervosos e
vasculares (AMORIM et al., 2018; NIEDZIELSKA et al., 2017).

Entretanto, para que se consiga obter resultados fidedignos com a termografia, se faz-se
necessaria a adequacdo do ambiente em que sera realizado o procedimento de captura da
imagem (AMORIM et al., 2018). O individuo ou animal a ser analisado, deve permanecer no
ambiente por cerca de 15min, para haver adequacdo com a temperatura ambiente. Além disso,
a sala deve apresentar temperatura padronizada com valores entre 22° e 24°c, com umidade
relativa do ar entre 40 e 60%. Para tanto, se torna imprescindivel a utilizacdo do monitoramento
com termo-higrometro digital, durante a utilizacdo da termografia (BRIOSCHI, 2011,
AMORIM et al., 2018).

Posto isso, sua indicacédo diagnostica tem se tornado cada vez mais crescente no cenario
clinico e de pesquisa. Torna-se, assim, importante destacar a facilidade na obtencdo de
informac0es de forma precisa e imediata, sem a necessidade de contato fisico com o objeto que
sera analisado (SHTERENSHIS, 2017).

Nesse sentido, tem se observado o crescente uso da termografia no cenéario da pesquisa
experimental. Objetivando o bem-estar do animal e priorizando a reducao de viés, a termografia
tornou-se um instrumento facilitador e viavel para a utilizacdo de analise com animais. Por ser

um equipamento ndo invasivo, consegue preservar e manter um conforto e bem-estar animal
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maior aos animais expostos (WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2020; CHOTARD et al.,
2018).

Na literatura, € possivel encontrar o uso da termografia nos diferentes grupos de animais,
sejam eles de grande porte como cavalos e primatas (WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al.,
2020; CHOTARD et al., 2018), animais domésticos como cées e gatos (TSUJIMOTO et al.,
2017), quanto os de pequeno porte, como os roedores e aves (KUBOTA e SUNADA, 2018;
EGUIBAR et al., 2017; SOROKO e ZABORSKI, 2020).

A utilizagdo de ensaios experimentais com roedores tem se tornado cada vez mais
crescente na literatura, contribuindo de forma benéfica para a descoberta de tratamentos,
intervencdes e medidas profilaticas que acometem os humanos (CHORILLI et al., 2007). A
selecdo desses animais, se da por serem animais que apresentam maturacdo dos sistemas
fisiologicos semelhantes ao do humano, além de apresentarem ciclos reprodutivos curtos, se

comparados a outros animais, o que reduz custos (BENTO-SANTOS et al., 2012).

No entanto, ainda é possivel observar uma lacuna referente aos ensaios experimentais
voltados a musculatura de cabeca e pescoco, associado ao uso da termografia, sendo necessarios

estudos mais direcionados a essas demandas de pesquisa.
4. MATERIAIS E METODOS:
Area do estudo e Delineamento da pesquisa:
Estudo experimental. A coleta de dados foi realizada no Biotério do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco—-UFPE.
Amostra do estudo:

Foram utilizados 32 ratos machos Wistar albinos (Rattus Norvegicus) provenientes de 14
ratas progenitoras da colénia do Biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da

Universidade Federal de Pernambuco.

Meétodo de coleta de dados:

Todos os procedimentos experimentais obedeceram as diretrizes e foram conduzidos de
acordo com as recomendag0des do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
— CONCEA e endossados pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (APENDICE A).
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A coleta de dados, encontra-se com parecer favoravel pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil, processo n°: 0096/2021 (ANEXO A).

As informagdes colhidas foram registradas na ficha de extracéo, elaborada pelo autor, a fim
de facilitar e otimizar a extragdo das informagGes. Em seguida, os dados foram tabulados em

arquivo de banco de dados no Microsoft Excel para posterior analise estatistica.

Para tanto, foi realizado um fluxograma, visando melhor compreensdo das etapas de

realizacdo do experimento (FIGURA 3):
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FIGURA 03: Fluxograma com as etapas de realizagdo do experimento com os ratos desde 0 nascimento

(0 dia) até o dia do sacrificio (35 dias).

Animais e grupos experimentais:
Foram utilizados 32 ratos Wistar albinos (Rattus Norvegicus) provenientes de ratas
progenitoras da colénia do Biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade

Federal de Pernambuco.

Setenta e duas horas ap6s 0 nascimento, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em dois grupos: Controle (C; 9 filhotes por nutriz; n=17) ou reducéo de ninhada (RN;3 animais
por nutriz; n=15) (PLAGEMANN et al., 2009). Os filhotes foram mantidos com suas mées

durante o periodo de lactagdo.
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Aos 22 dias de idade, os animais foram desmamados e alocados em gaiolas com um
total de trés filhotes por gaiola até a realizacdo das analises aos 35 dias de vida pds-natal, quando
eles foram eutanasiados (por decapitacéo).

Para cada analise foram utilizados até dois filhotes machos de cada ninhada. Estes ratos
foram mantidos no Biotério do Departamento de Nutricdo —UFPE desde o periodo de adaptagédo

até o final dos experimentos (FIGURA 4).
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Figura 04: Biotério do Departamento de Nutri¢cdo —UFPE, onde os animais eram alocados, desde o inicio
do nascimento até o final dos experimentos. Possuiam livre acesso a 4gua e a alimentacdo

Foram utilizadas condic¢Bes padrdo de biotério (temperatura de 23°C+1, ciclo claro-
escuro de 12/12 horas - escuro: 8:00h as 20:00h / claro: 20:00h as 8:00h), livre acesso a agua e
a alimentacdo. Os animais receberam a dieta comercial padrdo do biotério (Labina-Purina®).

Terapia Fotobiomodulacéo (TFBM):

A partir dos 22 dias de idade, os animais foram divididos em grupos de acordo com o
uso do laser. Assim, foram constituidos os seguintes grupos: Controle/L1 (n=10) e Controle/L2
(n=7), constituido por 9 filhotes por nutriz e, Reducdo de Ninhada/L1 (n=7) e Reducdo de
Ninhada/L2 (n=8), composto por 3 filhotes por nutriz. As aplicagdes de laser foram realizadas

em ambos os grupos com aplicacdo de laser placebo (L1) e laser ativo (L2).

Inicialmente os animais foram submetidos a um periodo de trés horas de privacdo
alimentar (9:00 as 12:00 hs), visando a ndo utilizacdo ativa da musculatura. Em seguida (das

12:00 as 13:00 hs), os animais foram alocados individualmente em gaiolas e foram iniciadas as
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aplicacdes. Os animais foram contidos pelos pesquisadores, de maneira a causar o menor nivel
de estresse possivel nos animais. Em ambos os grupos foram realizadas 6 aplicac6es na por¢ao

média da regido posterior do musculo masseter bilateralmente.

A por¢do média da regido posterior do musculo masseter foi escolhida devido ao grande
nimero de fibras em relacdo & espessura deste musculo, para fécil identificacdo e
principalmente pelo espalhamento do laser no tecido muscular. Como esse animal experimental
tem um musculo pegueno, um Unico ponto de aplicacdo foi selecionado. Isso € importante
porque a area de aplicacdo local é quase do tamanho da area de superficie do musculo.

As irradiagdes aconteceram em dias alternados (aos 22, 24, 26, 28, 30 e 32 dias de
idade), com densidade de energia equivalente a 3 J/ cm2? (1,01 mW/cm? de poténcia, 30
segundos), de forma bilateral no mdsculo masseter em cada ponto, totalizando 6 J por sessao
em cada animal. No dia anterior a primeira aplicacdo, o pelo do animal referente a regido do
musculo masseter, foi retirado com auxilio do kit de navalhas (KISS NY), deixando a pele livre
da presenca de pelos, visando minimizar a refracdo da luz na aplicacdo do laser na regido
(Figura 5A). O procedimento foi repetido caso houvesse a percepg¢do do aumento de pelos na

regido (Figura 5B).

(A) (B)

Figura 05: (A) Raspagem do pelo do animal referente a regido do musculo masseter. Foi utilizado o kit
de navalhas (KISS NY), (B) Animal contido pelo pesquisador. 24h antes da primeira aplicacdo da TFBM, foi
realizada a raspagem da regido do musculo masseter, com auxilio do kit de navalhas (KISS NY).
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A aplicacdo do laser foi realizada por fonoaudidloga habilitada, treinada e sem
conhecimento a respeito da identificacdo de cada tipo de laser, bem como, todos os demais
integrantes do grupo que auxiliaram na realizagdo desta etapa. Os animais foram contidos de
forma a minimizar o estresse nos animais, por um aplicador, deixando a regido de face livre
para realizacdo do laser. O segundo aplicador foi responsavel pela conducdo do laser no

musculo.

A técnica de aplicacdo utilizada foi de contato pontual, com leve compressdo e angulo
de incidéncia de 90° em relacgdo ao tecido alvo (Figura 6). O aparelho placebo possui a mesma
aparéncia externa do aparelho ativo de TFBM, mas sem qualquer emissao de dose terapéutica.

O aparelho emitia luz, mas sem dose terapéutica, totalizando o valor de 0 J no modo placebo.

(a) (b)

Figura 06: (a) e (b): Animal contido pelo pesquisador. O segundo pesquisador (habilitado) realiza a
aplicacdo da terapia de fotobiomodulacdo, utilizando a técnica de aplicagdo de contato pontual, com leve
compressdo e angulo de incidéncia de 90° em relagdo ao tecido alvo.

As informagdes completas do aparelho e os calculos de dosimetria utilizados encontram-
se no Tabela 1.



Poténcia do Aparelho (mW) 100 + 20% 35

Comprimento de onda (nm) 808 + 10

Diametro do feixe (mm) 3.54

Area do feixe (cm?) 0,09842 (ajustado ja com espagador)

Energia por ponto (J) 3)

Densidade de energia por ponto (J/cm*)|30,48

Modo de Emissao Continua

Tempo de Irradiagdo por ponto (s) 30

Total de pontos 2 pontos

Energia Total (J) 6 (por sessdo)

Densidade de Poténcia (W/cm?) 1,01

Quantidade de sessdes 6

Método de Irradiagao Ponteira em contato ¢ pontual. Angulo de
incidéncia de 90° em relagdo a estrutura
tratada.

Tabela 1: InformacBes complementares referentes ao aparelho e os calculos de
dosimetria utilizados.

Analise do Peso Corporal:

O peso corporal (em gramas) foi mensurado durante o periodo de aleitamento (aos 7, 14
e 21 dias de idade) (C, n=17; RN, n=15) e aos 35 dias de idade (C/L1, n=10; C/L2, n=7; RN/L1,
n=7; RN/L2, n=8).

Para mensuracdo do peso corporal, foi utilizada uma balanca eletrdnica digital com
acuracia de 1 grama (Marte®). (PLAGEMANN et al., 2010).

Andlise dos movimentos mandibulares mastigatorios:

Aos 35 dias de idade o desempenho mastigatorio foi avaliado pelos movimentos
mandibulares durante a mastigacdo (FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; LACERDA etal., 2017).

Inicialmente os animais foram submetidos a um periodo de trés horas de privacao
alimentar (9:00 as 12:00 hs). Em seguida (das 12:00 as 13:00 hs), os animais foram alocados
individualmente em uma gaiola de acrilico transparente, e filmados (por 15 minutos cada) com
camera DCR-DVD610 — Sony, a uma distancia padronizada de 75cm entre a cAmera e gaiola.
Todos os animais foram filmados em ciclo escuro, devido ser o periodo de maior atividade

alimentar (Figura 7).



Figura 07: Animais alocados individualmente em uma gaiola de acrilico transparente, e filmados (por 15
minutos cada) com camera DCR-DVD610 — Sony. Todos os animais foram filmados em ciclo escuro, devido ser
o0 periodo de maior atividade alimentar.

Antes de iniciar as filmagens, trinta gramas da dieta padrdo usada, foi ofertada para cada
animal dentro da gaiola em forma de pellets e, apds o teste, 0 alimento foi pesado novamente.
Dessa forma, o consumo alimentar foi obtido pela diferenga entre o peso do alimento antes e

apos o teste. Além disso, foi mensurado o consumo alimentar relativo ao tempo de alimentacéo.
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A partir da analise dos videos, foram quantificados o0s seguintes parametros (Adaptado
de LACERDA, et al., 2017. FERRAZ-PEREIRA, et al., 2015):

Numero de sequéncia mastigatéria: Quantificacdo dos movimentos mastigatorios

realizados. E iniciado a partir da incisdo do alimento, realizagio dos movimentos de mastigacéo
e finaliza com a degluti¢cdo do alimento;

Numero de ciclos mastigatérios: Composto pela abertura e fechamento da mandibula,

para a realizacao de uma degluticéo;

Duracao da fase mastigatdria: Tempo necessario para a realizacdo dos grupos de ciclos

mastigatorios;

Taxa mastigatoria: composto pelo nimero de ciclos por minuto (diferenca da quantidade

de ciclos mastigatorios pela duracao).

Para garantir a confiabilidade das andlises, os videos foram analisados e quantificados
por dois avaliadores treinados e cegos para 0 conhecimento de qual grupo experimental
pertencia cada animal. Esta estratégia foi realizada com o objetivo de minimizar o risco de viés

na mensuracao dos resultados.

Avaliacéo da Temperatura em termografia do musculo masseter durante o repouso antes

do sacrificio:

Aos 35 dias de idade os grupos Controle/L1 (n=10) e Controle/L2 (n=7), constituido
por uma ninhada com 9 filhotes por nutriz e, RN/L1 (n=7) e RN/L2 (n=8), foram submetidos a
analise da temperatura da pele em termografia do masculo masseter em repouso por meio de

maquina fotografica termografica FLIR C2.

Os animais foram alocados individualmente em uma gaiola em uma sala climatizada
com ar-condicionado e lampadas fluorescentes em ciclo claro do biotério, com temperatura
controlada entre 20°C e 23°C, permanecendo nesse local por cerca de 15min, periodo este de

adaptacéo.

Apos isso, o animal foi contido de forma humanizada por um aplicador, deixando a
regido de face livre para realizagéo da captura da imagem. O segundo aplicador foi responsavel

pela conducdo da camera termografica.

O termograma foi realizado com a camera posicionada a direita da face do animal,

realizando a captura do masseter de forma centralizada. Foram realizadas trés capturas de
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imagens, visando a selecdo da melhor imagem para a andlise do termograma. A camera foi

ajustada ha 19 cm de distancia do animal, com foco automatico.

A analise foi realizada por meio do software FLIRTools+, onde a area do masseter foi

selecionada por meio de circulo, utilizando a medicdo de elipse, tendo como pontos de

referéncia de forma superior o ponto anterior do olho direito, ponto anterior do canal auditivo

direito e de forma inferior o angulo da mandibula. A temperatura média da regido selecionada

era apresentada em graus célsius (Figura 8). Para os resultados, foi levado em consideracdo a

diferenca de temperatura média dos masseteres direitos.

Medicoes 18/01/2010 23:51:30 'C
E Mer | 34,4°C 366
Mir 310"°C
Averasge 328 °C
Li Ma 343"°C
Mir 320"C
Average 32,9 °C
L2 Max 38°C
Min 287"C
Average 31,7 °C
L3 Max 350°C
Mir 316°C
Averags 337 °C
L4 Max 3éB1°C
Min 306°C
Average 32.1°C

Parametros

PAE jpg FLIR C2 Education k 720096555

Figura 08: Termograma realizado software FLIRTools+. Estdo marcadas a area do masseter,

selecionada por meio de circulo, utilizando a medigéo de elipse, tendo como pontos de referéncia de forma

superior o ponto anterior do olho direito, ponto anterior do canal auditivo direito e de forma inferior o angulo da

mandibula. Como resultado é possivel encontrar a temperatura média da regido selecionada, apresentada em

graus célsius.

Avaliacdo do Peso do Feixe Superficial do Musculo Masseter:

No 35° dia de vida pds-natal, os animais (Controle/L1 (n=10), Controle/L2 (n=7),

RN/L1 (n=7) e RN/L2 (n=8), foram sacrificados por decapitagao.

9).

O feixe superficial do masculo masseter foi dissecado e imediatamente pesado (Figura
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Figura 09: (a) Termograma realizado software FLIRTools+. Estdo marcadas a area do masseter,
selecionada por meio de circulo, utilizando a medicao de elipse, tendo como pontos de referéncia de forma superior
o ponto anterior do olho direito (seta amarela), ponto anterior do canal auditivo direito (seta branca) e de forma
inferior o angulo da mandibula (seta laranja). (b) Animal (rato) dissecado. E possivel visualizar a hemiface direita
do animal, com visualizacéo do feixe superficial do musculo masseter direito (circulado em laranja), localizado
entre o conduto auditivo (circulo amarelo) e abaixo do globo ocular (circulado em verde).

Analise dos dados:

A descricdo das variaveis numeéricas sera realizada por meio de média e desvio padrao,
mediana e intervalo de confianca.

Para comparacdo de medias entre os grupos, foi realizado o teste ANOVA two-way
medidas repetidas e pds-teste de Tukey para analise de peso corporal e consumo alimentar e

ANOVA two-way e pds-teste de Tukey para os demais parametros.

Sera estabelecido com o nivel de significancia estatistica o valor de p<0,05. As analises

serdo feitas nos programas GraphPad Prism 6.
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5. RESULTADOS:

Como resultado da pesquisa foi desenvolvido um artigo de revisdo sistematica e um

artigo original.

A revisdo intitulada “Effects of photobiomodulation therapy on skeletal muscles in
experimental models: a systematic review” foi submetida a revista Lasers in Medical Science,

e encontra-se em processo de analise. Apresenta qualis: A2 e fator de impacto: 2,555

J& 0 artigo original, intitulado “Is photobiomodulation therapy capable of reversing the
damages in mastication performance in an experimental model of obesity?” foi submetido a
revista British Journal of Nutrition. O qual, apresenta qualis Al e fator de impacto de 4,125 e

encontra-se em processo de anélise.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Photobiomodulation (PBM) has been used for several therapeutic
purposes. The effectiveness of the therapeutic process is related to the adequacy of dosimetric
parameters in the treatment. OBJECTIVES: To delineate the effects of PBM therapy on
skeletal muscle in experimental models. METHODS: Articles published until February/2023
in the LILACS, Web of Science, SCOPUS and PubMed/MEDLINE databases that evaluated
the effects of PBM therapy on skeletal muscle in experimental models. RESULTS: The results
demonstrate a wide use of PBM for various therapeutic purposes, addressing: muscle repair,
muscle performance, anti-inflammatory action and molecular aspects. However, the diversity
of protocols was used, with non-standard dosimetry. CONCLUSION: PBM therapy proved to
be effective in different types of skeletal muscles, albeit using a wide range of dosimetric
parameters. Therefore, more research is needed to standardize these tools, aiming at better

replication and generalization.

KEYWORDS: Models Animal; Photobiomodulation therapy; Low-Level Light
Therapy; Skeletal, Muscle; Masseter Muscle; Rats.
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INTRODUCTION

Photobiomodulation (PBM) has been increasingly used with different treatment
objectives in recent years. It is characterized by the use of lasers (light amplification by
stimulated emission of light) and LEDs (light-emitting diode) 2, with monochromatic lights
that penetrate different types of tissues and are absorbed by the muscles, promoting beneficial
changes at the cellular, molecular and muscular level, consequently generating therapeutic

effects for the individual ©.

It is possible to find in the literature numerous benefits related to PBM use associated
with increased mitochondrial respiration ¥, wound healing, tissue fibrosis ©¢7), as a post-injury
anti-inflammatory agent, and myofascial pain analgesia. In addition, it improves muscle
regeneration by stimulating the proliferation of muscle cells and satellite cells, intensifying the

synthesis of myoblast proteins, and increasing muscle fiber areas and mitochondrial density &
2,8,9)

The literature discusses PBM application with beneficial effects on muscular aspects —
especially skeletal muscles, which are widely distributed in the body. Studies use PBM therapy
either in experimental models or humans to improve their performance in general or specifically
locomotion and metabolism (%1112 |ts use generates stimulatory and inhibitory effects at

biological and cellular levels, depending on the protocol used ©.

However, the effectiveness of the PBM therapeutic process is closely related to the
adequate application of treatment parameters for a given intervention *®. Therefore, adequate
dosimetry values — e.g., device power, wavelength, beam diameter, beam area, energy per point
and total energy, emission mode, irradiation time, power density, and quantity of applications
— are of fundamental importance. Special attention must be paid to not applying too much or
too little energy for a given intervention, approaching the right anatomical site, adequate

treatment, and medication concomitantly with PBM treatment %),

Given this context, we conducted a systematic review of the literature to outline the

effects of PBM therapy on skeletal muscles in experimental models.
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MATERIALS AND METHODS:

This systematic review was performed according to the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-analyses (PRISMA). Our review was performed using a protocol
submitted to the International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) and
published under the registration number: CRD42022322793.

RESEARCH STRATEGY:

Articles were actively searched and selected by two independent reviewers (Azevédo,
N. C. and Silva, M. C. B. M.) between July 2022 and February 2023 in the databases of LILACS
(Latin-American and Caribbean Health Sciences Literature), Web of Science, SCOPUS, and
PubMed (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online).

The search in the databases used the following MeSH terms (Medical Subject
Headings): Models Animal; Photobiomodulation therapy; Low-Level Light Therapy; Skeletal,
Muscle; Masseter Muscle; Rats; as well as their variations. Duplicates were removed from

among the articles retrieved through a database search.

Articles were initially selected by reading their titles and abstracts and then their full
text, considering them for eligibility according to the pre-established inclusion/exclusion
criteria and based on the pre-defined protocols (FIGURE 1).

INCLUSION AND EXCLUSION CRITERIA

The review included experimental studies that evaluated the effects of PBM therapy on
the skeletal muscles of laboratory animals (rodents), as well as the protocols used for such

intervention.

Studies performed in humans and those that did not address the intervention of PBM
therapy in skeletal muscles were excluded. There was no restriction on year or language for the
inclusion of studies. Articles that did not meet the population and intervention eligibility criteria

were excluded.

The main data were collected and tabulated in Excel 2021 spreadsheets, as follows:
authors' names, year of publication, PBM protocol used, muscle in which it was applied,
intervention period, and main results. The data were transcribed into a table according to the

outcomes.

ASSESSMENT OF ARTICLES
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The methodological quality and the risk of bias of the studies included in this systematic
review were analyzed by two independent reviewers, using the SYRCLE risk of bias (RoB)
tool (HOOIJMANS et al., 2014) individually in the selected articles. This tool consists of 10
questions related to six types of bias: selection bias, performance bias, detection bias, attrition

bias, reporting bias, and other biases.

All questions were judged as having high risk, uncertain risk, or low risk of bias.
Information regarding this analysis is summarized in Figure 1. The level of agreement between
reviewers was analyzed using Kappa statistics in the Statistical Package for the Social Sciences
— SPSS, version 20 for Windows (IBM SPSS Software, Armonk, NY, USA). Information
relevant to this step was synthesized in a figure developed in the Review Manager software,

version 5.3 — which was also used to prepare the study flowchart (FIGURE 1).
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Figure 1: Risk of bias summary: review authors' judgments about each risk of bias item for

each included study.
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The first step consisted of searching the electronic databases (LILACS, Web of Science,
SCOPUS, and PubMed), thus identifying a total of 244 articles. Subsequently, the 186
duplicates were removed, resulting in 58 articles, which were separated for the title and abstract

reading, of which 38 articles were eliminated for not addressing the eligibility criteria (Figure

2) in the title and abstract. Reading the full text was the last stage of analysis, which included

20 articles; then, 10 articles were excluded based on the exclusion criteria, resulting in a sample

of 10 articles included for analysis, as shown in the flowchart in Figure 1. We found nine articles

published in English and one in Portuguese. The steps of the survey are described in the

flowchart below.

156 reportsidentified in the search

3B reports excluded after reading the utle
and abstract

S

10 articles excluded

=
é database: Pubmed/mediine (n=36, LILACS
= [n=58), Scopus (n=28), Web of Science
] (n=34)
™
- [
i
o
o 58 records after duplicates removed
L)
=
z l
vl
o
a
— 58 record screened
=
=
= — 20 articles selected for full text reading
o
bt
=
g bt 10 articles mncluded in qualitative synthesis

Figure 2: Article selection scheme

ASSESSMENT OF THE QUALITY OF THE ARTICLES
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Figure 1 shows the evaluation of the articles according to the points highlighted by
Hooijman and collaborators 4. The evaluation of quality criteria revealed methodological gaps
in some articles, including a lack of information regarding the location of groups 1516
incomplete information regarding specific criteria for randomization of groups 178, a lack of
information on blinding during the intervention &15 16.17. 18,19, 20:21) "5 |ack of information

regarding blinding during assessment 1% 16.18.20.21) ‘and g Jack of complete data on results .

The reviewers’ RoB evaluation resulted in Kappa = 0.91, classified as an almost perfect

level of agreement.
CHARACTERIZATION OF THE STUDIES
* PBM PROTOCOL.:

The articles had various objectives, ranging from the results of muscle repair and muscle
performance parameters to anti-inflammatory action and molecular-related aspects. They also
used a wide range of protocols with unstandardized dosimetry, despite similar objectives,
making it difficult to compare studies. Hence, to explain the results in a more didactic way, they

were grouped according to the objectives.

The studies by Kou (2019), Tomazoni (2020), Franga (2012), Silveira (2012), and Neves
(2020) analyzed the effects of PBM on muscle repair and performance (TABLE 1). The authors
presented the use of an infrared laser as a common point, with a wavelength between 780 nm
and 905 nm. However, there was no consensus on the parameters related to energy density,
power, and application time, varying from single applications *” to different times and numbers

of applications 1% 17:21.22),

Concerning the findings on muscle repair and anti-inflammatory action, there was no
standardization in the type of wavelength (TABLE 2). Some studies used only red wavelengths
19 while others associated red and infrared wavelengths ?% 2® or two different infrared

wavelengths for the same treatment (9,

In addition, it was possible to observe a high disparity regarding the power used, ranging
from 30mW @3 to 70mw @9, with dosages from 1J/cm2 @9 to 43J/cm2 9. Moreover, there

were divergences in dosimetric data chosen for the same therapeutic objective (TABLE 2).

Only one study analyzed the effects of PBM therapy on molecular aspects ?%, making
it impossible to compare it with other studies (TABLE 3). However, in his study, Lyomasa
(2013) used infrared wavelength with three different application protocols: three, six, and ten
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days of applications on alternate days. As a result, he observed better responses when using the
six-application protocol, emphasizing the importance of a good delimitation of dosimetric

protocols to obtain effective results.
* APPLIED MUSCLE

The skeletal muscles most frequently analyzed in the articles were the tibialis anterior
muscle (n=5), gastrocnemius muscle (n=3), gracilis muscle (n=1), and masseter muscle (n=1).
It was possible to observe that most of the articles (n=9) aim to analyze the skeletal muscles
associated with locomotion movement. Only one article used the masseter to analyze the
skeletal muscles with a different objective, associating the masticatory function.

* APPLICATION PERIOD:

There was no agreement between the periods of PBM therapy application. Some authors
applied the therapy immediately after the injury @, and others started a few hours after the
injury 151610 Some started the application after performing the exercise [19] or at different

ages of the animals, in weeks % 20.21.22,23)
* ANALYSIS PERIOD:

It was possible to observe variability regarding the period of analysis. Some studies
performed the analysis within 72 hours after the last treatment application @7:1%20-22) Others,
such as Kou (2019), Franca (2012), Assis (2016), and Lakyova (2010), performed the analyses
at different stages, such as one week after muscle damage or after the last application of PBM
treatment. Only one of the studies did not specify the period in which the analyses were carried

out 16),
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RESULTS:

The articles analyzed had different proposals, but always focused on muscular aspects.
Even with the divergences found in their studies, Kou (2019), Tomazoni (2020), Franca (2012),
and Silveira (2012) obtained positive results in the application of PBM therapy, delaying the
progression of muscle atrophy and repairing muscles. On the other hand, Neves (2020) did not
observe improvements in PBM use in the evaluated morphological and functional aspects
(TABLE 1).

Tomazoni et al. (2020) analyzed the effects of PBM therapy and pharmacological
therapy (glucocorticoids and non-steroidal anti-inflammatory drugs) in preserving the
progression of skeletal muscle deficiencies in mice. As a result, it was observed that the
treatments applied either alone or in combination effectively preserved muscle morphology.
However, regarding functional performance, PBM therapy showed better results in relation to
glucocorticoids.

Another aspect often found in our search concerns the effects of PBM therapy also
associated with muscle anti-inflammatory action. Assis et al. (2016) found a direct relationship
between the use of infrared laser and the promotion of skeletal muscle repair, favoring
myogenesis and angiogenesis, with consequent reduction of the inflammatory process (TABLE
2).

Lakyova (2010) and Liu (2009) also found similar results, in which it was possible to
observe a reduction in the amount of necrotic tissue and muscle atrophy, improving the
inflammatory reaction, facilitating angiogenesis, and increasing the antioxidant capacity of the
muscle (TABLE 2).

Only one article aimed to analyze the effects of using PBM therapy on musculature at a
biological level ??. Lyomasa (2013) analyzed different irradiation protocols and obtained an
improvement in the ultrastructural and molecular effects on the metabolic activity of the
masseter muscle (TABLE 3).
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DISCUSSION

The main objective of this review was to evaluate the effects of PBM therapy on skeletal
muscles in experimental models. "M has been widely used in recent years, with undeniable
benefits for the different types of interventions and proposed therapeutic objectives. The present
study observed beneficial responses to PBM therapy with different objectives, regarding muscle

repair and performance, anti-inflammatory action, or molecular-related issues.

Its use has been found with extensive documentation in the literature, highlighting the
clinical findings in the different areas of applicability. However, there has also been a growing
use in the literature of experimental trials with rodents, contributing in a beneficial way to the

discovery of treatments, interventions, and prophylactic measures that also affect humans @4
25)

This assumption indicates the importance of the applicability and emphasis on the use
of the translational research approach in this type of intervention. Characterized by the
realization of knowledge bidirectionally, translational research refers to the existence of the
application of the findings of laboratory research for the development of clinical trials, thus

reflecting benefits for human health @,

Regarding clinical findings, the literature has already shown great use of PBM therapy
in different areas of activity, especially in the areas of physiotherapy, nursing, physical
education, and speech therapy, with effective results in its intervention. However, it is still
possible to observe a wide variety and divergence of intervention protocols in both clinical and
experimental applications, with the same objective — similar to what was found in the present

research.

Although it is possible to find positive results in most of the analyzed studies, a
divergence in dosimetry values was observed in protocol analysis. Studies with similar
objectives presented different dosimetric values, with no systematization and standardization

of wavelengths, power, energy density, or time.

In this sense, the importance of using a translational approach is once again evident, to
standardize the protocols used in the different areas of intervention, reflecting on its

generalization and greater ease of replication in different contexts.

Tomazoni (2020), Neves (2020), Kou (2019), Silveira (2012), and Franca (2012)
presented similar therapeutic objectives and muscle analyses. However, it was possible to

observe variability in their protocols. Although they used similar wavelengths (infrared), there
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was considerable variability in the other dosimetric data presented, with powers, dosages, and
time, varying by up to two times more or less than the value. In these studies, it was possible to

observe effective therapeutic objectives in four of the five articles analyzed 51722,

Neves (2020), on the other hand, did not obtain effective responses in either of its two
proposed objectives, although two different types of wavelengths were used. Similarly, Tsuk
(2020) analyzed the influence of PBM on muscle performance responses and muscle repair

after resistance exercise in humans with an infrared laser.

Other studies in the literature have a similar approach, using two types of lasers (red and
infrared), though with positive results for improving muscle performance and skeletal muscle
fatigue @”. The importance of delimiting dosimetric data to satisfactorily reach objectives

becomes evident.

In the studies by Assis (2016), Lakyova (2010), Liu (2009), and Moreira (2011), the
variation in dosimetric data was even greater, with no consensus on the type of wavelength,
dosages, and time. The power density ranged from 4mW/cm?2 to 40mW/cmz2, making it difficult

to define the density that should be used due to its wide variability.

The same difficulty concerns wavelength. Assis et al. (2016) compared the different
types of waves and obtained the best responses with an infrared laser, which favored
myogenesis, angiogenesis, and reduction of the inflammatory process. Lakyova (2010) and Liu
(2009), on the other hand, obtained positive responses to the same objectives using a red laser.
Moreira et al. (2011) found no difference associating two different infrared wavelengths,

making it difficult to identify which parameters are effective to obtain these results.

This can also be seen in the study by Lyomasa (2013). Their study compared the
application of three different protocols on the amount of irradiation. As a result, better responses
were found with six applications. The authors also highlight the negative effects of using ten
applications, with a decrease in metabolic activity and damage to the angiogenic process,
reinforcing the importance of a well-established protocol with well-defined dosimetric data for

the effective performance of PBM.

In addition, the period of application of the PBM therapy and the period of analysis of
the musculature greatly varied in all analyzed articles. In some cases, the data were presented
immediately after the trauma/exercise, while in others, a few hours after the performance. It
was still possible to observe a lack of specification of dosimetric data, making it even more

unfeasible to replicate the experiment.
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Another limitation found refers to the little diversity in the areas of studies related to
skeletal muscles. Although the skeletal musculature presents a vast composition in the body,
constituting about 40-50% of the total body weight %), the present study observed a focus on
research related to the motor action of locomotion, with few experimental studies related to

metabolism and mastication.

Such findings result in a still existing gap in the scope of experimental studies focused
on these aspects, requiring further research on these functions — unlike what can be seen in the
clinical area, where speech therapy and dentistry have an increasing amount of research in head
and neck rehabilitation associated with the use of PBM therapy.

CONCLUSION:

Despite the effectiveness of PBM therapy on the different types of skeletal muscles in
animal models, it was possible to observe great variability in dosimetric parameters, making it
impossible to compare data. Thus, the replication of experiments by third parties is limited,
considering that studies that used the same objective presented different dosimetric information,
evidencing the non-standardization of the protocols they used. Therefore, there is a need for

further research to standardize these tools for better replication and generalization.
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table 1: Effect of TFBM on muscle repair and muscle performance in skeletal muscles in an experimental model

56

MUSCLE REPAIR + MUSCLE PERFORMANCE

PHOTOBIOMODULATION APPLICATION ANALYSIS
REFERENCE PROTOCOL MSC. APPLIED PERIOD PERIOD RESULTS
BRAND: Multi Radiance

Tomazoni et al.,
2020

Medical

- LENGTH: 905nm

- POWER: 25mW

- DENSITY: 0.048J3/cm?

Anterior tibial muscle

(bilaterally)

From the 6th week of
age, for 14
consecutive weeks.

20th week of
age, 24 hours

after the last

- Isolated or combined treatments
were effective in preserving muscle
morphology.

- Better results in functional

Neves et al., 2020

application. performance associated with the use
- TIME: 3x a week on alternate
_ of laser therapy
days, for 14 consecutive weeks
BRAND: Ibramed )
The analysis

-LENGTH: 660 nm and 830 nm
- POWER: 30 mW

- DENSITY: 10J/cm?

- TIME: 20s/ 40s. 2 x weeks,

Tibialis anterior muscle

10 weeks old

was performed
before and after

the nerve injury

- Result was ineffective for recovering
the characteristics investigated in the
anterior tibial muscle tissue.

- PBM did not promote improvement

Kou et al, 2019

. o and during | ) ]

totaling 10 applications at the in the morphological and functional
) ) treatment.

surgical site aspects evaluated.

BRAND: Ga-Al-As

- LENGTH: 808 nm The irradiations were

- POWER: 27.79 mW/cm 2 performed immediately

- DENSITY: 83.37, 195.30, after the damage |1, 2, and 3 |- Increased proliferation of PAX7 +

277.90, and 416.85 J/cm?,
respectively.

- TIME: 3 s (0.07 J/day), 7 s (0.2
J/day), 10 s (0.29 J/day), and 15
s (4.3 J/day), respectively.

Tibialis anterior muscle

(disuse) and once a
day for 7, 14, and 21
consecutive days

before the evaluation.

weeks after the

damage

AC1l7ve cells - Delayed atrophy

progression, preserving muscle mass
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BRAND: MMOptics
-LENGTH: 780 nm Performance in the tissue repair
- POWER: 20mw Started 2 hours after process - Avoidance of fibrosis and
- DENSITY: 5 J/icm? the injury, being reduce muscle atrophy.
Franca et ) o ] o Days 01, 07 and

| 2012 - TIME: 10 s per point | Tibialis anterior muscle performed daily with an 1

al.,
(irradiation was applied at eight interval of 24 hours,
equidistant points within the totaling 6 sessions.
area) each point with 0.2 J;
totaling=1.6 J
BRAND: GaAs -PBM accelerated muscle healing
-LENGTH: 904 nm -Increased ROS production and
- POWER: 40 mwW The animals were increased collagen synthesis are

o o Two hours after ] o
Silveira et | - DENSITY: 5 J/cm? ] irradiated 2, 12, 24, 48, caused by traumatic muscle injury,
o _ Gastrocnhemius muscle the last o
al., 2012 - TIME: 2.5 J in five regions, 72, 96, and 120 h after | diati effects that were diminished by PBM.
irradiation
applied 2,12, 24, 48,72, 96, and trauma
120 h after muscle trauma,
receiving a total dose of 17.5 J.
Table 2: Effect of TFBM on muscle repair and muscle anti-inflammatory action in skeletal muscles in an experimental model
PHOTOBIOMODULATION APPLICATION ANALYSIS
n
2 REFERENCE PROTOCOL MSC. APPLIED PERIOD PERIOD RESULTS
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BRAND: GaAlAs and InGaAIP

- LENGTH: 660 nm (red)/ 808nm
(infrared)

— POWER: 30 mW

-Promotion of skeletal muscle

repair with better responses in

Assis et al., Right anterior 7 days after | infrared laser
- DENSITY: 1.4 J of total energy | _ At 12 weeks old .
2016 ) ) . | tibial muscle surgery - Favored myogenesis and
per point, during 7 sessions, with ) ) )
] o angiogenesis and reduction of the
the first application after the )
o inflammatory process.
cryo-injury.
- TIME: 47 seconds
BRAND: AsGaAl
- LENGTH: 830nm (infrared) /
940nm (infrared) ] No significant differences were
. gastrocnemius . »
Moreira et al., | - pOWER: 30 mW / 70mW 24 hours after injury | Not specified. found

2011

- DENSITY: 5 J/cm2 /5 J/cm?2
- TIME: 16.6 seconds [/ 15

seconds. From 7 to 14 days

muscle

Lakyova et al.,
2010

BRAND: MAESTRO/CCM
AlGalnP laser

- LENGTH:

— POWER: 40 mW/cm2

- DENSITY: 1 J/cm2

- TIME: groups treated for 0-14
days

(ischemic period;

reperfusion period; laser

irradiation doses applied during

gracilis muscle

At 8 months

336 hours after the

operation.

-Profound reduction in the amount
of necrotic tissue and atrophy
-Improved recovery after I/R
muscle injury

-Attenuation of the inflammatory
and

reaction facilitating

angiogenesis.
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0 operative days and 1-14

postoperative days).

Liu et al., 2009

BRAND: He-Ne

-LENGTH: 632.8 nm

- POWER: 4, 9, and 14 mW

- DENSITY: 12, 28, and 43 J/cm?

- TIME: 10 min, 0 and

18 h after exercise (subgroup 24
H), /48 h

post-exercise subgroup: 0, 18

and 42 h after exercise.

Bilateral

gastrocnemius

muscle

48  hours
exercise subgroup:
0, 18, and 42 h after

exercise.

post-

24h or 48h after the

last exercise.

-Increased antioxidant capacity of
the muscle
- Reduction of the inflammatory

reaction in muscle tissue.

Table 3: Effect of TFBM on molecular aspects in skeletal muscle in an experimental model

MOLECULAR

ASPECTS

- DENSITY: 20 J/cm?

reticulum,

M
PHOTOBIOMODULATION APPLICATION | ANALYSIS
HEFANENGS PROTOCOL . PERIOD PERIOD R=SULIE
APPLIED
BRAND: MM Optics - Best results with six applications;

left 72 hours after o o o

Lyomasa et al., | -LENGTH: 780 nm - With six laser applications: dilation of the
masseter | 3 months old the last ) )

2013 - POWER: 40 mW o T tubules and cistern of the sarcoplasmic
muscle application

increase in  pinocytosed
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- TIME: 20s with different numbers
of irradiations, (three, six, and ten

applications), on alternate days.

vesicles in the endothelium; transfer to the
cytosol, and increases in fluid transport

from one surface to another.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The literature has related obesity to a specific chewing style. In
view of this, treatment strategies associated with the damage resulting from obesity are
important. OBJECTIVE: To evaluate the effects of photobiomodulation therapy on
masticatory performance in an experimental model of obesity. MATERIALS AND
METHODS: After birth, the animals were randomly distributed into two groups: Control (C):
n=17 and litter reduction (RN): n=15. At 22 days, the animals were weaned and allocated to the
cages according to the use of the laser: C/L1, CL2, RN/L1, RN/L2. Six irradiation applications
were performed in the middle portion of the posterior region of the right and left masseter
muscle. At 35 days of postnatal life, the superficial bundle of the masseter muscle was sacrificed
and dissected. RESULTS: The group reduced neonatal litter size and increased body weight
from the 14th to the 35th day of postnatal life when compared to the control group (p<0.05).
An effect of the experimental obesity model was observed for the weight of the right (p=0.025)
and left (p=0.004) masseter muscles. There was an increase in the duration of the masticatory
sequences in the experimental model of obesity: (p<0.0001), number of masticatory cycles
(p<0.0001) and a decrease in the masticatory rate (p<0.0001) CONCLUSION: The model of
obesity induction proved to be effective, resulting in obese adult rats. Photobiomodulation did

not show significant results.

KEYWORDS: Supernutrition; Obesity; masseter muscle; Reduction in litter size;
Photobiomodulation therapy; Chewing.
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INTRODUCTION

Chewing is a function characterized by breaking food into smaller particles, facilitating
the swallowing process and ensuring the effective absorption of food by the body 2. This

results in nutritional support and contributes to development and craniofacial growth &4,

Unlike sucking, swallowing and breathing, which are innate and reflexive, chewing is a
learned function & ©. According to the environment to which it is exposed, animal mastication
can suffer influences related to the consistency, volume and texture that the food that is being

ingested ("®),

In rodents, the onset of mastication occurs at the end of the second postnatal week. It is
possible to observe the transition of feeding behavior from sucking to chewing, reaching the
adult pattern around 18-21 days of life © 9. This is composed of three phases, similar to the

steps that occur in humans, namely: incision or preparatory, crushing and pulverizing ¢% 2-13),

In addition to the aforementioned motor function, chewing also plays a fundamental role
in triggering the cephalic phase of eating behavior. contributes to the release of hormones

responsible for appetite and satiety, through contact with food in the oral cavity ¢4 19,

A growing relationship has been identified between alterations in masticatory
parameters related to obesity, characterized by fewer chews per bite @817, accelerated ingestion

rhythm @7, and larger bite sizes ®®, resulting in increased food consumption ®°20),

The use of obesity induction models has become an important tool for study in
controlled situations aimed at analyzing the impact of obesity. Among the different obesity
induction models % 2% 2429 jn the present study, the obesity model obtained through the
reduction of the neonatal litter (NB) was used. NB has as its main characteristic a reduction in
the litter on the third day of life after birth, with only three pups remaining with their mother

and with scheduled weaning at 21 days of life @627,

Various intervention strategies have sought to minimize the damage caused by food,
especially in relation to the masticatory function, arising as a consequence of obesity. Among
them, we will highlight photobiomodulation therapy (PBMT), which has gained more and more
space in science, associating its use with improved performance and muscle repair %8 2939, |n
addition, the association of PBMT with muscle anti-inflammatory action has also been
observed, promoting skeletal muscle repair and favoring myogenesis and angiogenesis,

generating, as a consequence, the improvement of muscle function 13233,
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The present study sought to evaluate the effects of photobiomodulation therapy on

masticatory performance in rats from an experimental model of neonatal litter reduction.
EXPERIMENTAL METHODS

Thirty-two male Wistar albino rats (Rattus Norvegicus) from mother rats (n=14) from
the vivarium colony of the Nutrition Department of the Federal University of Pernambuco were
used. All experimental procedures followed the guidelines and were conducted in accordance
with the recommendations of the National Council for the Control of Animal Experimentation
- CONCEA and endorsed by the Ethics Committee of the Center for Biological Sciences of the
Federal University of Pernambuco, Brazil, with a favorable opinion process n°: 0096/2021.

Seventy-two hours after birth, the animals were randomly distributed into two groups:
Control (C; 9 pups per mother; n=17) or litter reduction (NB; 3 animals per mother; n=15) @,
The pups were kept with their mothers during the lactation period. At 22 days of age, the
animals were weaned and allocated in cages with a total of three pups per cage until analyses

could be carried out at 35 days of postnatal life, when they were euthanized (by decapitation).

Standard vivarium conditions were used (temperature of 23 °C1, light-dark cycle of
12/12 hours - dark: 8:00h to 20:00h / light: 20:00h to 8:00h), free access to water and the
feeding. The animals received the standard commercial vivarium diet (Labina-Purina®).

Photobiomodulation Therapy (PBMT):

From 22 days of age, the animals were divided into groups according to the use of the
laser. Thus, the following groups were constituted: Control/L1 (n=10) and Control/L2 (n=7),
Litter Reduction/L1 (n=7) and Litter Reduction/L2 (n=8). Laser applications were performed

in both groups, either placebo laser application (L1) or active laser (L2).

Initially, the animals were submitted to a period of three hours of food deprivation (9:00
am to 12:00 pm), aiming at not actively using the muscles. Then (from 12:00 pm to 1:00 pm),
each animal was placed in an individual cage and the applications were started. The animals
were restrained by the researchers in order to cause the least possible level of stress to the
animals. For both groups, 6 applications were performed in the middle portion of the posterior

region of the right and left masseter muscles.

The middle portion of the posterior region of the masseter muscle was chosen due to the
large number of fibers in relation to the thickness of this muscle, for easy identification and

mainly because of the laser scattering in the muscle tissue. As this experimental animal has a
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small muscle, a single application point was selected. This is important because the local

application area was almost the size of the surface area of the muscle.

The irradiations took place on alternate days (at 22, 24, 26, 28, 30 and 32 days of age),
with an energy density equivalent to 3 J/cm? (1.01 mW/cm? of power, 30 seconds). A bilateral
application was made in the masseter muscle at each point, totaling 6 J per session for each
animal. On the day before the first application, the animal's hair in the masseter muscle region
was removed with a razor kit (KISS NY), leaving the skin free of the presence of hair to

minimize the refraction of light in the region of the laser application.

The application technique used was punctual contact, with light compression and an
angle of incidence of 90° in relation to the target tissue. The placebo device had the same
external appearance and light emission as the active PBMT device, but without any therapeutic

dose emission, totaling a value of 0 J in placebo mode.

Complete information about the device and the dosimetry calculations used can be
found in Table 1.

Table 1: Data regarding the dosimetry used in the active device.

Device PBMT laser device DMC
Device power (mW) 100 + 20%
Wavelength (nm) 808 £10
Beam diameter (mm?) 3.4
Beam area (cm?) 0.09842 (already adjusted with the
spacer)
Energy per point (J) 3J
Energy density per point (J/cm?) 3 30.48
Mode Continuous Emission
Irradiation time per point (s) 30
Total points 2
Total energy (J) 6 (per session)
Power Density (W/cm?) 1.01 1.01
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Number of sessions 6 6

Irradiation method Tip in contact and punctual. 90° incidence

angle in relation to the treated structure

Body Weight Analysis:

Body weight (in grams) was measured during the suckling period (at 7, 14 and 21 days
of age) and at 35 days of age. To measure body weight, a digital electronic scale with an

accuracy of 1 gram (Marte®) was used.
Analysis of masticatory mandibular movements:

At 35 days of age, masticatory performance was assessed by mandibular movements
during mastication. Initially, the animals were submitted to a period of three hours of food
deprivation (9:00 am to 12:00 pm). Then (from 12:00 pm to 1:00 pm), each the animal was
placed individually in a transparent acrylic cage, and filmed (for 15 minutes each) with a DCR-
DVD610 Sony camera, at a standardized distance of 75cm between the camera and cage. All
animals were filmed in the dark cycle, as this is the period of greatest feeding activity.

Before starting the filming, thirty grams of the standard diet used was offered to each
animal inside the cage in the form of pellets and, after the test, the food was weighed again.
Thus, food consumption was obtained by the difference between food weight before and after

the test. In addition, food consumption relative to feeding time was measured.

From the analysis of the videos, the following parameters were quantified (12, 13):
Masticatory sequence number, number of masticatory cycles, duration of the masticatory phase

and masticatory rate.

The videos were analyzed and quantified by two trained evaluators who were blind to
which experimental group each animal belonged. This strategy was carried out with the aim of

minimizing the risk of bias in measuring results.
Evaluation of the Weight of the Superficial Bundle of the Masseter Muscle:

At 35 days of postnatal life, the animals were sacrificed by decapitation. The superficial

bundle of the masseter muscle was dissected and immediately weighed.

Data analysis:
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The description of numerical variables was performed using mean and standard
deviation, median and confidence interval. To compare means between groups, the ANOVA
two-way repeated measures test and Tukey's post-test were performed for analysis of body
weight and food consumption, and the ANOVA two-way and Tukey's post-test for the other
parameters. The level of statistical significance was established at p<0.05. Analyzes were

performed using GraphPad Prism 6 software.
RESULTS:

With regard to body weight, the reduction in neonatal litter size promoted an increase
in body weight from the 14th to the 35th day of postnatal life when compared to the control
group (p<0.05). Photobiomodulation therapy had no effect on the evolution of body weight in

either the control or the litter reduction animals (Fig. 1).
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Figure 1: Effects of overnutrition induced by neonatal litter reduction and treatment with
photobiomedulation therapy on body weight. Control Group L1 (n = 10), Centrol L2 (n =7),
Reduction L1 (n= 7) and Reduction L2 (n= 8) at 7, 14, 21 and 35 days of postnatal life. Data
described as meantSD. *Anova two-way repeated measures. Post hoc Tukey (p<0.05)

An effect of the experimental model of obesity was observed on the absolute weight of
the right masseter muscle (F(1.28) = 5.575; p=0.025) (Fig. 2A) and the left masseter muscle
(F(1.27) = 9, 66; p=0.004) (Fig. 2B). The L2 reduction group (0.2255+0.05) showed greater
right masseter muscle weight compared to the L2 control (0.1714+0.04) (Fig. 2A). And, the
same was verified in the left masseter muscle. The L2 reduction group (0.2181+0.02) had
greater weight than the L2 control (0.1512+0.03) (Fig. 2B).
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Figure 2: Effects of overnutrition induced by neonatal litter reduction and treatment with
photobiomodulation therapy on the absolute weight of the superficial bundle of the masseter muscle,
(A) Right masseter weight. (B) Left masseter weight. Control Group L1 (n = 10), Control L2 {(n =6},
Reduction L1 (n= 7) and Reduction L2 (n= 8) at 35 days of postnatal life. Data described as meantSD.
*Anova two-way. Post hoc Tukey (p<0.05).

On the other hand, the relative weight referring to the right and left masseter muscles
did not show differences in any of the four analyzed groups: Control L1 right (0.001877+
0.0003527), Control L2 right (0.001733+£0.0004491), reduction Right L1
(0.001739+0.000354), Right L2 reduction (0.001743+0.0003719). And, the same was verified
in the left masseter muscle: Left L1 control (0.001826+0.0004877), Left L2 control

(0.001523+0.000318), Left L1 reduction (0.001816+0.0006294) and Left L2 reduction
(0.001701+0.000211) (Figs. 3A and B).
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Figure 3: Effects of overnutrition induced by neonatal litter reduction and treatment with
photobiomodulation therapy on the relative weight of the superficial bundle of the masseter muscle, (A)
Right masseter weight. (B) Left masseter weight. Control Group L1 (n = 10), Control L2 (n =6), Reduction
L1 (n= 7) and Reduction L2 (n= 8) at 35 days of postnatal life, Data described as mean£SD. *Anova two-
way, Post hoc Tukey (p<0.05).

Induced neonatal litter size-induced obesity, either with or without photobiomodulation

therapy, did not affect food consumption during mastication (Fig.4).
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Figure 4: Effects of overnutrition induced by neonatal litter reduction and treatment with
photobiomodulation therapy on food consumption during mastication. Control Group L1 (n = 10),
Control L2 (n =7), Reduction L1 (n= 7) and Reduction L2 (n= 8) at 35 days of postnatal life. Data described
as meantSD, *Anova two-way. Post hoc Tukey (p<0.05),

With regard to masticatory performance, an effect of the experimental model of obesity
was observed on the duration of masticatory sequences (F(1.28) = 37.75; p<0.0001) (Fig. 5A),
the number of masticatory cycles (F(1.28) = 197.7; p<0.0001) (Fig. 5B) and the masticatory
rate (F(1.28) = 24.10; (p<0.0001) (Fig. 5C) The animals in the L1 reduction and L2 reduction
groups spent less time chewing (Fig. 5A), as well as had fewer masticatory cycles (Fig. 5B) but

chewed faster (Fig. 5C) compared to control L1 and control L2 .
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FIGURE 5: Effects of ovemutrition induced by neonatal litter reduction and treatment with

photobiomodulation therapy on (A) duration of the chewing sequence; (B) number of chewing cycles

{C) masticatory rate. Control Group L1 {n = 10), Control L2 {n =7), Reduction L1 (n= 7) and Reduction L2
{(n= B) at 35 days of postnatal life. Data described as meantSD. *Anova two-way. Post hoc Tukey

(p<0.05)

DISCUSSION

The present study sought to analyze the effects of photobiomodulation therapy on
masticatory performance in an experimental model of obesity. Through this study, it was
possible to observe that the programming of the change in the neonatal environment, with the
reduction of the litter, resulted in behavioral and functional changes: overweight in adult life
and changes with regard to masticatory aspects.

These findings corroborate what has been reported in the literature, where a direct
relationship between obesity and mastication has been shown in the same type of neonatal
programming. There are increasing studies pointing out the close relationship between the
exposure of the litter to nutritional stimuli in the initial phase of development, and the

consequences of this leading to negative effects in adult life @734,

The result agrees with a study where the presence of induced early postnatal overfeeding
resulted in an increase in body weight, in addition to contributing to the emergence of symptoms
such as hyperphagia which persisted into adulthood 9. This made it possible to observe the
existing relationship between the impact of supernutrition by the reduction of neonatal litter
and masticatory performance. Although the two groups had ingested the same amount of food,
the result was that the animals chewed faster, for a shorter period, and had fewer masticatory

cycles.

These results reflect changes in masticatory function. Although the same amount of
masticatory sequences was fixed for the analysis in both groups, the animals in the reduced
litter group presented alterations in the parameters analyzed. This result indicates a bad
processing of the food during mastication, consequently leading to an incomplete impact on the

food bolus during the masticatory function.

The literature points out that chewing is the key point for the release of appetite and
satiety hormones 49, In addition, chewing is responsible for breaking the food into smaller
particles so that there is adequate nutritional absorption of the food ®%. When chewing is not
performed effectively, it impacts on the release of these hormones and, consequently, leads to

weight gain.
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The findings found in the present study corroborate the findings found in studies carried
out with humans. In a current study, a comparison of masticatory characteristics was carried
out with eutrophic, overweight and obese children. As a result, it was observed that the obese
children took bigger bites, performed fewer chewing sequences and finished eating in a shorter
time, compared to the results found in children with normal weight. These changes resulted in

increased food consumption and the development of excess weight (837,

Similar to the results found in a study with overweight/obese adolescents, there was less
rhythm and chewing time, compared to adolescents with healthy weight ©®. In another study,
objective methods were used to analyze mastication indices with an earphone-type light sensor.
The time and number of chews was significantly less in the obese group compared to the healthy
groups. The authors highlighted the existence of an altered chewing pattern in the overweight
and obese population @9, supporting the existing relationship between overweight associated

with changes in mastication parameters.

As an intervention method for the altered aspects found, FTBM therapy was applied.
This has become a highly used instrument in recent years, both in animal experiments “4%:42)

and with humans 3 44.45),

The benefits for different types of interventions and objectives are indisputable. In the
present study, however, it was not possible to find significant results with the use of PBM
therapy, either in the control group or in the litter reduction group. This result was also found

in other studies 647,

The difference with these findings has to do with the difficulty in standardizing aspects
related to the applied protocols, in particular delimitation of the dosimetric data. Our study
corroborates the results found in two integrative reviews “”). In those studies, it was possible to
observe a wide variation in the protocols used. Studies with the same objectives presented

heterogeneous dosimeter data, with the results often not matching the effect of the intervention.

For example, one study used three different protocols in the same population of animals,
varying the amount of irradiation each group would receive. As a result, there were better
responses with the protocol of six applications and non-beneficial results with the protocol of
ten applications, reinforcing the importance of correct delimitation of dosimetric data to obtain

satisfactory results “2,

In the present study it was not possible to prove positive effects of photobiomodulation

therapy on masticatory performance. The literature has a growing number of studies that
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address the impact of obesity on masticatory parameters in humans. This is not true for
experimental models where it is still possible to observe a gap regarding the relationship

between mastication and obesity.

The present study is a pioneer, then, with regard to the use of PBM therapy in
experimental models of obesity, as well as an analysis of masticatory parameters. With deeper
understanding of the subject, intervention strategies can be developed related to masticatory

performance of the obese.
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6. CONSIDERACOES FINAIS:

Os resultados confirmam que repercussdes que incidem no periodo perinatal repercutem
até a fase adulta. Nesse sentido, pode-se observar que o modelo de inducdo de obesidade foi

efetivo, obtendo como resultado, ratos adultos obesos.

Como consequéncia, esses animais apresentaram alteracbes nos parametros
mastigatorios analisados. O que corrobora com a relacdo existente entre excesso de peso
associada a alteracGes nos pardmetros da mastigacdo (duracdo, ciclos e taxa mastigatoria), o

que resulta em um mau processamento do alimento.

Embora ndo tenha sido observada acdo direta da terapia de fotobiomodulagdo nos
grupos analisados, este estudo sinaliza para as lacunas existentes. E importante ressaltar a
importancia da delimitacdo dos dados dosimétricos aplicados para determinada intervencéo,
abrindo caminho para a maior reflexdo e atencdo aos referidos achados. Sugere-se novas
pesquisas objetivando modelos de intervencdo aos achados encontrados, referentes aos

parametros mastigatorios alterados.

7. PERSPECTIVAS:

Os demais resultados relacionados aos aspectos musculares (perimetro, area de secgéo
transversa, tipagem das fibras e expressdo génica do IGF1 e IGF2 do feixe superficial do
musculo masseter) encontram-se em processo de analise. Devido ao cenario pandémico ainda
vivenciado em 2022 e inicio de 2023, além das dificuldades encontradas nas dindmicas
laboratoriais, ndo foi possivel concluir as analises. A perspectiva de finalizacdo e publicagédo
esta programada para o segundo semestre de 2023.
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14% Encontro Brasileiro de Motricidade Orofacial, 14? adicao, de 02/06/2022 a 04/06/2022
ISBN dos Anais: 976-65-81152-66-6

AZEVEDO; Nilian Cerqueira ®, SANTOS; Renata Emmanuele Assuncdo 2, SILVA; Maria
Caroline Barbosa do Monte *, SILVA; Cynthya Myllena Martins 4, BARBOSA; Danielly
Alves Mendes 5, PINHEIRO; fsabeli Lins ®, ARAGAO; Raquel da Silva 7, SILVA; Hilton
Justino da ¥, ALTHOFF; Kelli Nogueira Ferraz Pereira Althoff ?

RESUMO

INTRODUCAO: Estudos sugerem um modelo especifico mastigatério na
populacao com obesidade caracterizado por menos mastigacdoes por
grama/ mordida, maior ritmo de ingestao e maior tamanho de mordida.
OBJETIVO: Avaliar o desempenho mastigatorio em criancas de 7 a 12
anos de idade com sobrepeso e obesidade quando comparado as criangas
com peso adequado. METODOS: Estudo transversal, realizado com 92
criancas de 7 a 12 anos de idade, de ambos os sexos, estudantes de
escola publica do municipio de Vitoria de Santo Antao, localizada na zona
da Mata Sul do estado de Pernambuco, Brasil. O estudo foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica, com o nimero: 3.654.541, Inicialmente
foram analisados os parametros antropométricos de peso, estatura e
indice de massa corporal (IMC). As criancas foram divididas em trés
grupos: peso adequado (n=48), sobrepeso (n=26) e cbesidade (n=18), de
acordo com os dados de referéncia de IMC para idade e sexo.
Posteriormente foi realizada a analise do desempenho mastigatorio,
utilizando um biscoito recheado da marca Bono® (Nestlé Brasil Ltda.,
Marilia, SP, Brasil). As avaliacoes foram registradas usando uma camera e
as respectivas analises foram realizadas por dois examinadores
devidamente habilitados e treinados. A mastigacao foi registrada com a
crianca sentada em uma cadeira com um encosto, os pés posicionados no
chao, a8 uma distancia padronizada da camera. As criancas foram
orientadas a mastigar o biscoito recheado de forma habitual (mastigacac
livre). Foram analisados os seguintes parametros: Nimero de sequéncias
e ciclos mastigatérios; Tempo de mastigagao; Frequéncia mastigatoria;
Tempo de refeicao (s); Taxa de mastigacao (ciclos/min). RESULTADOS:
Ressalta-se o elevado percentual de criancas com excesso de peso
(47.9%), assim como a alta frequéncia de criancas com aobesidade
instalada (19,6%). Ao avaliar o desempenho mastigatorio de acordo com ¢
estado nutricional, foi possivel encontrar que criancas com obesidade
realizam menos sequencias mastigatorias (p = 0,007) e apresentam
menor tempo de refeicao (p = 0,026) em comparacao as criancas com
peso adequado. CONCLUSAO: Criancas de 7 a 12 anos de idade com
obesidade apresentam pior desempenho mastigatorio em comparacao as
criangas com peso adequado, uma vez que realizam menos sequéncias
mastigatérias e comem mais rapidamente.

PALAVRAS-CHAVE: Mastigacao, obesidade infantil, obesidade
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LINS PINHEIRO (Presidente), NILIAN CERQUEIRA AZEVEDO e MARIA CAROLINE
BARBOSA DO MONTE SILVA.

Vitéria de Santo Ant3o, 10 de novembro de 2022.
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